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Ein neuer Kataphoreseapparat fiir Untersuchungszwecke. 
Von 
Hugo Theorell. 


(Aus dem Medizinisch-chemischen Institut in Upsala und dem 
Kaiser Wilhelm-Institut fiir Zellphysiologie in Berlin-Dahlem.) 


(Eingeqangen am 23, Oktober 1954.) 
Jegang 


Mit 4 Abbildungen im Text. 


Kine von den Hauptarbeitsmethoden der Biochemie ist folgende: 
es werden aus Mischungen die einzelnen Komponenten rein dargestellt 
und ihre Eigenschaften studiert. Die Voraussetzung dafiir, daB eine 
Trennung der gemischten Komponenten gelingen kann, ist die, dab 
zwischen den Komponenten Unterschiede vorliegen, die praparativ 
zu verwenden sind (Léslichkeit, Fallbarkeit, Adsorbierbarkeit usw.). 
Zwei von den generellsten Unterschieden zwischen verschiedenen 
Stoffen sind indessen: 1. Elektrische Ladung, 2. Reibung der Molekiile 
gegen das Lésungsmittel. Diese beiden bestimmen zusammen die 
Wanderungsgeschwindigkeit des Molekiils oder lons im elektrischen 
Feld. Eine elektrische Ladung ist wenigstens in Wasserlésung in den 
allermeisten Fallen vorhanden. Die GréBe und 6fters das Vorzeichen 
der Ladung lassen sich durch das py der Lésung beliebig beeinflussen. 
Der Reibungswiderstand verschiedener Molekiile kann wiederum nur 
zufalligerweise gleich sein. Wenn man also eine Mischung von gelésten 
Stoffen einer elektrischen Spannung aussetzt, werden sich die ver- 
schiedenen Komponenten im allgemeinen trennen, weil sie entweder 
in verschiedener Richtung, oder in derselben Richtung, aber mit ver- 
schiedener Geschwindigkeit wandern. Theoretisch ware die Trennung 
zweier Stoffe nur in zwei seltenen Fallen unméglich: 1. wenn beide 
bei allen Wasserstoffionenkonzentrationen ungeladen sind oder 2. bei 
allen pu gleich schnell und in derselben Richtung wandern. Der Fall 1 
kommt z. B. bei Kohlenhydraten vor, Fall 2 wohl theoretisch kaum 
jemals. 

Es ist also offenbar, daB die Kataphorese eine sehr allgemeine 
Methode zum Trennen verschiedener Stoffe sein muB. Wenn man die 
Methode der .,.wandernden Grenzzone” verwendet, wobei die zu unter- 
suchenden Stoffe in einer homogenen Pufferlésung wandern und niemals 
mit den Elektroden oder mit an den Elektroden gebildeten Produkten 
in Beriihrung kommen, ist die Kataphorese eine der schonendsten 
Eingriffen, die man sich denken kann: auBber dem Zusatz der Puffer- 
substanz wird nichts anderes als Stromdurchleiten unternommen, was 
unter diesen Umstanden vollkommen harmlos ist. 
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Ks ist nun weiter ein wichtiger Umstand zu beachten: jedes Par- 
tikelchen in einer Mischung wandert unabhangig von dem anderen. 
Daraus folgt, daB man bei der Kataphorese die Wanderungsgeschwindig- 

qem 
Sek. x Volt 
mit anderen Stoffen in Mischung vorliegt, was ja bei allen’ bisher 
nicht rein dargestellten Kérpern der Fall ist (z. B. den meisten Fer- 
menten). Man braucht nur eine einzige Eigenschaft des zu unter- 
suchenden Stoffes fiir die Bestimmung der Wanderungsgeschwindigkeit 
zu kennen — eine Absorptionsbande, Fallbarkeit durch irgendein Agens, 
Fermentwirkung, Hormonwirkung, Toxinwirkung oder dergleichen. In 
der Tat kennt man ja immer mindestens eine Eigenschaft, sonst wiibte 
man tiberhaupt nicht, da der betreffende Kérper existierte. 


keit {in eines Stoffes bestimmen kann, auch wenn er 


In einem gewissen Umfange sind Kataphoresemethoden vor den 
Untersuchungen des Verfassers mit dem hier beschriebenen Apparat ver- 
wendet worden. Uber die Literatur vor 1930 siehe Prausnitz und Reit- 
stétter (2). Uber die Kataphorese von Bakterien liegen sogar viele Arbeiten 
vor, liber andere Gebiete auch einzelne aus den letzten Jahren. Serum 
(Trennung von Globulin und Albumin): #Z. Theorell (3), H. Bennhold (4); 
Hamoglobin (Trennung von verschiedenen Arten): A.Geiger (5); Bestimmung 
von isoelektrischen Punkten: T'iselius (6), Pedersen (7); Fermente: Artom (8). 
Kobayashi (9); Toxine und Antitoxine: Maver und Falk (10). Doch mu 
man die bisherige Verwendung der Kataphoresemethoden als sehr be- 
schrankt bezeichnen im Verhaltnis dazu, was sie nach den obigen Er- 
wagungen miiBten leisten kénnen. Sicher liegt dies an technischen Schwierig- 
keiten und an unvollkommenen Apparaten, wodurch iibrigens die Resultate 
mancher Kataphoreseuntersuchungen schwer gelitten haben. 

Verfasser hat nun zwei verschiedene Apparate konstruiert, der 
eine, kleine, fiir kataphoretische Untersuchung von beliebigen Flissig- 
keiten, der andere fiir Prdparation in groBem MaBstab. Der kleine 
wird in-dieser Arbeit beschrieben, der groBe in einer in dieser Zeitschrift 
spater erscheinenden. 

Es miissen an einem generell verwendbaren Kataphoreseapparat 
fiir Untersuchungszwecke nach meiner Meinung folgende Forderungen 
gestellt werden: 

1. Der Durchmesser des U-Rohres muB hinreichend gro} sein, um 
alle in Frage kommende Analysen (chemische, physikalische, auf 
Fermentwirkung usw.) innerhalb mehrerer  aufeinanderfolgenden, 
einigermaBen niedrigen Schichten zuzulassen. Diese Schichten miissen 
sowohl oberhalb als auch unterhalb der Anfangsgrenzflache zwischen 
Versuchslésung und Pufferlésung liegen. Es muB somit eine vollstandige 
Trennung zweier Stoffe erméglicht werden auch fiir den Fall, daB sie 
nach der gleichen Seite mit verschiedenen Geschwindigkeiten hin- 


wandern. 





ae 








Ein neuer Kataphoreseapparat fiir Untersuchungszwecke. 3 


2. Das U-Rohr muB einen gleichmaBigen Durchmesser haben, so 
daB sich tiberall der Potentialabfall pro Zentimeter aus Stromstarke 
und Widerstand und somit die lonenbeweglichkeit berechnen lassen. 

3. Die Wandstarke des U-Rohres mu iberall méglichst gleich 
sein, sonst ergibt sich durch die verschiedene Warmeisolation ungleich- 
mibige Erwarmung der Flissigkeit beim Stromdurchgang, wodurch 
Konvektionsstromungen entstehen. 

4. Die Versuchslésung muB von den Elektroden so weit entfernt 
sein, daB wahrend der Versuchszeit keine Stoffe von den Elektroden 
in die Versuchslésung hineinkommen. 

Es sind nun in der Literatur eine grobe Menge von verschiedenen 
Kataphoreseapparaten beschrieben. Keiner von diesen entspricht in- 
dessen allen oben aufgestellten Forderungen. Die folgende kurze Uber- 
sicht dirfte dies dartun. 

Die Apparate nach dem Prinzip von Burton, Svedberg und Tiselius (5), 
wo die Versuchslésung in einem ganz offenen U-Rohr der Pufferlésung 
unterschichtet wird, eignen sich ausgezeichnet fiir die optische Bestimmung 
der lonenbeweglichkeit bekannter Stoffe, wo man die Lichtabsorption 
kennt (z. B. Haimoglobine, reine Proteine usw.). Wo die Lichtabsorption 
unbekannt ist, z. B. bei Fermentmischungen, versagt die Methode. Die bei 
der Kataphorese entstehende Entmischung kann praparatiy nicht ausgenutzt 
werden, weil man die verschiedenen Fliissigkeitsschichten nicht getrennt 
herausnehmen kann. 

Die Apparate nach Michaelis |z. B. in der Austiihrung nach Michaelis 
und Dombroviceanu (11)| haben bekanntlich auf jedem vertikalen Schenkel 
des U-Rohres einen Hahn. Hierdurch kann man in diesem Apparat positive 
und negative Partikelchen trennen. Partikel mit derselben Wanderungs- 
richtung und verschiedener Lonenbeweglichkeit lassen sich natiirlich nicht 
trennen; héchstens kann man dann das Verhaltnis zwischen den Ionen- 
beweglichkeiten der Stoffe bestimmen | 7Theorell (3)|. Die genaue Be- 
stimmung der lonenbeweglichkeit ist mit diesen Apparaten unmédglich. 
Dies gilt auch von dem abgeanderten Michaelis-Apparat von Bennhold (4), 
wo man doch mit einem Entnahmerohr Fliissigkeitsproben herausnehmen 
kann. 

Zusammenfassend laBt sich also sagen, daB die bisherigen Apparate 
entweder ausschlieBlich der optischen Bestimmung der lonenbeweglich- 
keit bekannter Stoffe dienen ( Burton, Svedberg, Tiselius) hierher 
gehért auch der Apparat von Mac Innes und Brighton (12) — oder aur 
Feststellung der Wanderungsrichtung und, unter giinstigen Umstanden, 
zur Entmischung, wobei man auf die Bestimmung der lonenbeweglich- 
keit verzichtet. 

Es erscheint also einleuchtend, dab ein Apparat, der alle obigen 
Anforderungen erfiillt, sehr verwendbar und niitzlich sein wird. Der 
Apparat hat sich in meinen bisherigen Untersuchungen tiberaus gut 
bewahrt. 
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Beschreibung des Apparates. 

Abb. 1 bis 4. Das U- Rohr besteht aus einem U-férmigen Boden- 
stiick (Abb. 1, @), das auf einem in der vertikalen Richtung mittels 
Schrauben verstellbaren Metallhalter (6) ruht. Auf den freien, plan 
und blank geschliffenen Enden des Bodenstiicks sind abwechselnd 





Abb. 2. 
Hartgummischeibe. 








i 


Abb. 1. Abb. 3. 
Der Apparat yon vorne gesehen. Hohlzylindrische Glaszellen (1, 2, 5 und 6). 
Untere Glaszellen mit Anhiingen (4). 
Obere Glaszellen mit Anhiangen (3). 





Hartgummischeiben (Abb. 2) und hohlzylindrische Glaszellen (Abb. 3) 
in der Weise gelagert, daB ein U-Rohr gebildet wird. Es sind auf jeder 
Seite sechs Glaszellen. Auf der obersten Hartgummischeibe sind die 
Zwischenstiicke (¢) mittels doppelt wirkender Schrauben (d) befestigt. 
In die oberen Enden der Zwischenstiicke 

sind die Seitenréhren der Elektroden- 

gefaBe (e) kugelgelenkformig eingeschliffen. 

AER SENET Zwischenstiicke und ElektrodengefaBe 




















w) 
7 . 2 ’ . Pi 
C) OQ C)y Hl sind mittels Gummischlauchen verbunden. 
i actin smc Ich pflege die Glaszellen von oben 
a ; . shia 
* nach unten mit den Zahlen 1 bis 6 zu 
c 


bezeichnen. Die Zellen 1, 2, 5 und 6 sind 
Abb. 4 einfache Hohlzylinder. Die Zellen 3 und 4 


Querschnitt dureh den zentralen Teil Hohlzylinder mit planen Anhangen, siehe 
des Apparats in der Héhe yon den q 


oberen Zellen mit Anhingen. Abb.3. Inneres Diameter des Bodenstiicks, 





i 
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der Zellen und der Zwischenstiicke ist 16mm. AuBeres Diameter 
24mm. Hdédhe 9.75mm. Die horizontalen Flachen sind alle 


plan und blank geschliffen. 

Die Hartgummischeiben (Abb. 2) sind je aus einem einzigen Stick 
Hartgummi auf der Drehbank gemacht. Die Kante a@ ist 2 mm dick. 
Der Teil 6 ist nur 0,25 mm dick und dient zur Trennung der Zellen. 
Die Mitte ¢ ist 4mm dick und fiir den Durchtritt der zentralen Achse 
(Abb. 1f) mit einem 6 mm starken Loch versehen. 

Der Griff d dient zum Anfassen beim Drehen der Scheiben. Die 
Lécher e passen genau zu den Offnungen der Glaszellen. Man kann also 
durch Drehen der Scheiben die Zellen beliebig voneinander abschlieBen, 
bzw. miteinander in offene Verbindung setzen. Die planen Anhange 
der Zellen 3 und 4 (Abb. 3) haben den folgenden Zweck. Beim Drehen 
der Hartgummischeibe zwischen den Zellen 3 und 4, die voneinander 
Spiegelbilder sind, gleiten die Lécher (Abb. 2, ¢) zwischen den planen 
Flachen der Anhange aus, und dadurch wird jede Kommunikation 
zwischen der Fliissigkeit im Apparat und dem Thermostat wasser 
(siehe unten) vermieden. 

Das ganze U-Rohr wird in einen festen Messingrahmen eingebaut. 
Die Konstruktion ist in der Hauptsache aus den Abb. 1 und 4 zu er- 
sehen. Die seitlichen Teile sind fiir die Hartgummischeiben kamm- 
artig ausgeschnitten. Von vorn nach hinten sind diese Seitenteile 
(Abb. 4, a) 15 mm dick. Die Zellen sind in eine Rinne (Abb. 4, 6) ein- 
gepaBt und werden da von einem fortlaufenden Kupferdraht  fest- 
gehalten (Abb. 4, ¢: auch auf Abb. 1 ersichtlich). 


Beim Zusammensetzen des U-Rohres beginnt man von unten mit 
dem Bodenstiick und fiigt nachher die Scheiben und die Zellen auf ihre 
Plitze ein. Wenn die oberste Scheibe in ihrer Lage ist, wird die 
Achse (1, f) eingesetzt. Im allgemeinen wird es vorteilhaft sein, die 
Zellen mit den Anhangen in der Mitte, d.h. als Nummer 3 und 4 zu 
haben. Fiir besondere Zwecke kann es bisweilen besser sein, sie anderswo, 
z. B. als 4 und 5 einzusetzen, was ja ohne Schwierigkeit méglich ist. 
Als Schmier- und Dichtungsmittel hat sich, wenigstens bei Zimmer- 
temperatur, weiBe Vaseline am besten bewahrt. Ich fette mit Vaseline 
reichlich an und wische nachher das U-Rohr mit einem Lappen aus. 
Die Doppelschrauben (1, d), die zwischen dem Rahmen und _ ent- 
sprechenden, angeschmolzenen Glashérnchen an den Zwischenstiicken 
eingefiigt sind, werden so fest zugezogen, daB das U-Rohr dicht halt, 
ohne daB die Hartgummischeiben zu trage laufen. Bei sorgfaltigem 
Kinfetten hat es mir nie Schwierigkeiten gemacht, den Apparat ein- 
wandfrei dicht zu bekommen. Das U-Rohr braucht nur dann und wann 
zur Reinigung auseinandergenommen werden. 
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Klektrodengefaie und Elektroden. 

Die Form und Ausfiihrung der ElektrodengefaBe ist aus der Abb. 1 
ohne weiteres ersichtlich. Die GefaBe werden an den Metallrahmen 
mittels je einer Schraube  befestigt, so daB sie leicht loszunehmen 
sind. Die Hahne (g) werden mit einem Gummischlauch verbunden. 
Durch diese Verbindung erfolgt der hydrostatische Druckausgleich 
vor dem Anfang eines Versuchs. 

Die Elektroden werden folgendermaBen hergestellt : 

Ein 2mm starker Draht aus reinem Silber (1, ) wird durch ein 
Hartgummirohr (1, ) gedrangt. Das obere Ende des Drahtes wird 
frei gelassen und dient zur Anlegung der stromfiihrenden Klemmen. 
Am unteren Ende des Drahtes wird ein Blech (0) aus reinem Silber 
mit Silbernieten befestigt. Das Silberblech soll zweckmaBig 300 » 30 

0,1 mm groB sein. Es wird um das untere Ende spiralig zusammen- 
gewickelt, in verdiinnter Salpetersdiure gereinigt und mit Ag Cl elektro- 
lytisch tibertragen (3 bis 4 Tage als Anode in gesittigter KCl-Lésung, 
20 Milliampere). 

Der ganze Apparat wird in einen Thermostaten fest eingebaut. 
Die Temperatur war in meinen bisherigen Versuchen immer 20,0°. Die 
Temperaturschwankungen dirfen + 0,019 C nicht tiberschreiten. Effek- 
tive und schiittelfreie Umriihrung ist notwendig. 


Strom quelle, 


Man kommt mit einer Spannung von 220 Volt gut aus. Es ist 
wohl méglich. den Strom von dem gewéhnlichen Netz zu beziehen, 
unter der Voraussetzung, daB man die haufig vorkommenden Spannungs- 


schwankungen ausschaltet. Auf Vorschlag des Herrn O. Mellander 
benutzte ich hierzu eine ,,Osram* 100 Milliampere Regulierlampe 
(Kisendraht in Wasserstoffatmosphare). Da die Stromstairke im 


Apparat meistens etwa 5 Milliampere betragen soll, mu® also der 
Apparat in einen Nebenkreis eingeschaltet werden. Eine Anoden- 
batterie laBt sich natirlich als Stromquelle auch gut verwenden. 


Voraussetzungen fiir die Methode. 

Wenn man die Wanderungsgeschwindigkeit eines Partikelchens 
pro Zeiteinheit unter dem Einflusse eines gewissen Potentialabfalles 
messen will, ist es natiirlich wesentlich, daB dieser Potentialgradient 
iiberall im U-Rohr gleich ist. Es muB8 also der Durchmesser des Rohres 
und die Leitfahigkeit der Lésung iiberall gleich sein — und so bleiben 
wahrend des ganzen Versuchs. Theoretisch ist das nicht zu erreichen, 
weil sich ja die Leitfahigkeit durch das Wandern der zu untersuchenden 
Partikelchen andern mu. Praktisch wird indessen dies keine Rolle 
spielen, wenn die Konzentration der zu untersuchenden Stoffe im Ver- 
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haltnis zu den Puffersubstanzen gering ist. Da es sich meistens um 
hochmolekulare Stoffe mit entsprechend geringer molarer Konzen- 
tration handelt, wird die Voraussetzung im allgemeinen  praktisch 
leicht erfiillbar. 

Tiselius und Pedersen geben folgende zulassige Unterschiede 
zwischen Versuchsl6sung und Pufferlésung an: in bezug auf Leitfaihig- 
keit 1°,, 
flichenstérungen aufkommen. Der Stromeffekt soll bei Tiselius’ Apparat 
nicht 0,005 Watt cem iiberschreiten, damit nicht Warmekonvektionen 


auf py O,OL. Sind die Unterschiede kleiner, sollen keine Grenz- 


entstehen. Im allgemeinen lassen sich diese Bedingungen leicht ein- 
halten, was Verf. auch mit dem hier beschriebenen Apparat als vorteil- 
haft gefunden hat. Wenn man aber stark saure oder alkalische Lésungen 
untersuchen will, wird die Leitfahigkeit naturgemaB hoch.  Beim 
Anlegen eines einigermaBen geniigenden Potentialabfalles wird die 
Stromstarke groB. Ich habe bei solchen Gelegenheiten den obenge- 
nannten Effekt um das Mehrfache iiberschritten. Dabei entstehen 
zwar Warmekonvektionen, die das Resultat einer optischen Messung 
der Lage der Grenzflache ruinieren wiirden; doch sind die Bedingungen 
bei dem hier beschriebenen Apparat weniger streng: Grenzflachen- 
stérungen sind nur dann verhangnisvoll, wenn dadurch etwas von dem 
untersuchten Stoff iiber die oberste Hartgummischeibe ins Zwischen- 
stiick hinaufkommt und also verloren geht oder wenn etwas Puffer- 
lO6sung ins Bodenstiick hineinwirbelt. Derartig machtige Str6mungen 
sind nun meiner Erfahrung nach kaum zu befiirchten, wenn die Ver- 
suchslésung in bezug auf den zu untersuchenden Stoff nicht allzu 
verdiinnt ist. Jedenfalls mus doch als Kriterium eines einwandfreien 
Versuchs zur Bestimmung der lonenbeweglichkeit gelten, dab die 
Konzentration des untersuchten Stoffes in den obersten Zellen gleich 
Null oder jedenfalls klein ist, in den untersten Zellen gleich oder nahezu 
gleich der Stammlésung. 

Die idealen Bedingungen fiir eine st6rungsfreie Kataphorese sind 
von Tiselius angegeben: Leitfahigkeit 1 — 2. 10-3 rez. Ohm, 1 bis 
2° gige Losungen von Protein (wenn es sich darum handelt). Diese 
Bedingungen lassen sich sehr oft einhalten, was ich auch bei meinem 
Apparat als vorteilhaft fand. Wenn notwendig, kann man jedoch 
Losungen ganz anderer Leitfahigkeit und Konzentration mit dem 
Apparat des Verf. untersuchen (siehe folgende Arbeiten). 


Ausfiihrung eines Versuchs. 


Die ElektrodengetaBe mit den Elektroden werden weggenommen, 
so daB die Zwischenstiicke nach oben offen sind. Alle Scheiben sind 
zunachst so eingestellt, daB das ganze U-Rohr véllig offen ist. Die Versuchs- 
lésung wird bis zu etwas oberhalb der Scheibe zwischen den Anhangen 
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(gewohnlich also die Zellen 3 und 4) eingefiillt; dazu braucht man etwa 
45 cem Lésung. Diese Scheibe wird dann um etwa 45° so gedreht, daB die 
Locher zwischen den Anhangen hinausgleiten. Die kleinen Mengen Versuchs- 
ldsung oberhalb der Scheibe werden auspipettiert und nachher mit Puffer- 
ldsung nachgespiilt. Dann fiillt man mit Pufferl6sung bis zu den Zwischen- 
stiicken ein, wobeit man darauf achtgeben mu, da keine Luftblasen an 
der Wand des Rohres haften bleiben. Die ElektrodengefaBe werden mit 
den Zwischenstiicken verbunden und in ihrer Lage festgeschraubt. Sie 
werden dann mit Ausnahme der KCl-Behalter (Abb. 1,4) mit Pufferlésung 
ganz gefillt. Der Gummischlauch zwischen den Hahnen (1. g) wird so 
angesetzt, daB er voll von Pufferlésung ist. Man 6ffnet die Hahne (1. 9) 
und kontrolliert durch Hin- und Herneigen des Apparats, daB die Pufter- 
l6sung vom einen zum anderen ElektrodengefaéB durch den Schlauch un- 
behindert flieBen kann. Die KCl-Behalter werden mit gesattigter KC1- 
Losung gefiillt. Jetzt wird der ganze Apparat in den Thermostaten ein- 
vesetzt und festgeschraubt und dort | Stunde zum Annehmen der richtigen 
Temperatur belassen. Nach dem Ablauf dieser Zeit liBt man die KCI- 
Lésung aus den Behaltern in den Hauptraum der ElektrodengefaBe langsam 
einflieBen, wenn notwendig durch leises Anblasen von den Offnungen der 
Behalter aus. Von der KCl-Lésung soll so viel eingelassen werden, daB sich 
die Grenzflache KCl-Lésung—Pufferlésung einige Millimeter oberhalb 
der oberen Kante des Elektrodenbleches befindet. Dann werden die 
Hahne (/) geschlossen. Die Hahne (g) kénnen die ganze Zeit offen bleiben. 
I Minute nach dem SchlieBen der Hahne (/) sind die durch das EinflieBen 
der KCl-Lésung entstandenen hydrostatischen Druckunterschiede aus- 
geglichen, und man dreht die Hahne (g) zu. Die spannungfiihrenden 
Klemmschrauben werden an den Elektroden angesetzt. Jetzt dreht 
man die Hartgummischeibe, die Versuchsl6sung und Pufferl6sung bisher 
getrennt hat, zu voller Offnung, wodurch die Pufferlésung iiber die Versuchs- 
lésung haarscharf geschichtet wird, und schaltet dann den Strom ein. Es 
ist im allgemeinen vorteilhaft, die Kataphorese so lange laufen zu lassen, 
daB die Grenzzonen der zu untersuchenden Stoffe 1 bis 2em aufwarts 
bzw. abwarts gewandert sind, was natiirlich sehr verschiedene Zeiten in 
Anspruch nehmen kann, eine bis mehrere Stunden. Nach der geeigneten 
Zeit wird der Strom unterbrochen, und alle Hartgummischeiben so gedreht, 
daB die Zellen voneinander getrennt werden, und zwar in der Reihenfolge: 
zuerst die Scheibe zwischen den Zellen mit den Anhangen, dann die iibrigen 
in Ordnung von oben nach unten. Es ist notwendig, diese Ordnung einzu- 
halten, weil beim Drehen der Scheiben, deren Lécher nicht zwischen An- 
haingen gleiten, in einem gewissen Moment der Drehung eine schmale 
Offnung zwischen der Fliissigkeit im Apparat und dem Thermostatenwasser 
hergestellt wird. Die einzige Gefahr fiir eine Str6mung von innen nach auBen 
oder umgekehrt kénnte nun beim Drehen der obersten Scheibe bestehen. 
Sie wird dadurch vermieden, daB man die freien Oberflichen des Thermo- 
statenwassers und der Pufferlésung in den ElektrodengefaBen auf die gleiche 
Hohe von Anfang an einstellt. Der Vorgang gestaltet sich also folgender- 
maBen: Mit der zuerst gedrehten Scheibe wird eine kleine Fliissigkeits- 
menge (0,05 cem oder 2,5°%, von einem Zelleninhalt) aus der Fliissigkeits- 
siule ausgeschnitten und zwischen den planen Flachen der Anhange hinaus- 
beférdert und bleibt da vorlaufig eingeschlossen. Beim Drehen der iibrigen 
Scheiben werden die entsprechenden kleinen  Fliissigkeitsvolumen ins 
Thermostatenwasser hinausbeférdert. Ich habe mich durch Versuche mit 
Farbstoffen iiberzeugt, daB alles wirklich der Beschreibung nach einwandfrei 
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vonstatten geht. Irgendwelche Strémungen sind nicht zu beobachten. 
Es ware natiirlich méglich, mehrere oder sogar alle Zellen mit Anhangen 
zu versehen; doch halte ich dies nach meinen praktischen Erfahrungen 
fiir durchaus unndtig. 

Jetzt wird der Apparat aus dem Thermostaten herausgenommen und 
die Zwischenstiicke mit destilliertem Wasser ausgespiilt. Die oberste Scheibe 
wird zur Offnung der obersten Zellen gedreht, und die Zellen werden heraus- 
pipettiert. Man spilt jede Zelle zweimal mit | cem Wasser aus. Jeder Zellen- 
inhalt wird in dieser Weise in graduierte 4-cem-Réhrehen mit eingeschliffenen 
Glasstopfen iibergefiihrt und mit dem Spiilwasser auf genau 4 ccm auf- 
gefiillt. Dann fahrt man in derselben Weise mit den iibrigen Zellen fort. 
Die Fliissigkeit im Bodenstiick soll. wenn der Versuch richtig ausgefiihrt ist, 
mit der anfanglichen Versuchslésung identisch sein, und kann solchenfalls 
mit dem Rest dieser Lésung vereinigt werden. 

Man kann jetzt in den Zellenfliissigkeiten beliebige Untersuchungen 
machen, sei es auf Fermentwirkung, auf Gehalt eines Grundstoffes, auf 
Lichtabsorption, auf optische Drehung oder iiberhaupt was fiir den be- 
treffenden Zweck in Frage kommt. 

Fir die Berechnung der lonenbeweglichkeit muB zuerst der Weg 
bestimmt werden, den die Partikelchen gewandert sind. Hierzu dient 
die Formel a) fiir die abwarts wandernde Seite: 


aif : 
x, = —, wo x, = cm Wanderung; 


a = Menge (oder Wirkung, Absorption, Drehung usw.) des unter- 
suchten Stoffes in 6cem anfanglicher Versuchslésung, 

6 = gesamte Menge des Stoffes in den Zellen 1 bis 6 auf der be- 
treffenden Seite, 

c = Menge des Stoffes in 2 cem anfanglicher Versuchslésung ; 

b) fiir die aufwarts wandernde Seite: 


b—a 





a 
c 


Praktisch wird man im allgemeinen fiir die aufwarts wandernde 
Seite folgende Formel verwenden: x, = d/c, wo d = gesamte Menge 
des Stoffes in den Zellen oberhalb der Anfangsgrenzfliche (im all- 
gemeinen Nr. 1 bis 3). Die Voraussetzung fiir die Verwendbarkeit 
dieser Forme] ist nur, daB die Wanderung so schnell geht, da durch 
die freie Diffusion in der Grenzfliche Pufferlésung— Versuchslésung 
nichts aus der Zelle 4 verschwindet, welche Voraussetzung ja meistens 
erfiillt ist. Nur bei sehr langsamer Wanderung und schneller Diffusion 
braucht man mit der ersten Formel zu rechnen. Bei den meisten Ver- 
suchen geniigt es also, den Inhalt der Zellen 1 bis 3 auf der aufwarts 
steigenden Seite, der Zellen 4 bis 6 auf der anderen Seite zu untersuchen. 

In einem gut gelungenen Versuche soll natiirlich x, = 2g sein. 
Ein kleiner Fehler entsteht natiirlich dadurch, daB mit den Léchern 
der Scheiben etwas Fliissigkeit ins Thermostatwasser verschwindet. 

1 * 
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Im allgemeinen verzichte ich auf eine Korrektion dafiir, erstens weil 
der Fehler klein ist (maximal 2,5°%), zweitens weil die Fehler auf den 
beiden Seiten in entgegengesetzter Richtung gehen und sich deshalb 
wenigstens teilweise aufheben. 

Die lonenbeweglichkeit wu bzw. v ergibt sich aus der Formel: 


LM. 
“= nites 
vt 
wo 
2+ 2, 
z= ———" cm. 
x — Leitfahigkeit in rez. Ohm; g = Querschnitt des U-Rohres 
in Quadratzentimeter; i — Stromstarke in Ampere; ¢ = Zeit in 
Sekunden. 


Es ist offenbar, daB man die Ionenbeweglichkeit mehrerer mit- 
einander gemischter Stoffe je fiir sich bestimmen kann. Ich habe 
von diesem Umstand in den folgenden Arbeiten mehrfach Gebrauch 
gemacht. 

Zusammenfassung. 


Es wird ein Kataphoreseapparat beschrieben, der sowohl die ge- 
naue Bestimmung der lonenbeweglichkeit als auch Trennung von 
gemischten Stoffen fiir allerlei analytische Zwecke zulaBt, auch fir 
den Fall, daB die Stoffe nach derselben Richtung hin mit ver- 
schiedener Geschwindigkeit wandern. 

Der Apparat ist von der Firma Rudolf Grave, Malmskillnads- 
gatan 48c, Stockholm, zu erhalten. 


Die vorliegende Arbeit wurde durch ein Stipendium der Rocke- 
feller Foundation erméglicht. 
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Kataphoretische Studien iiber das Atmungs-Co-Ferment 
der roten Blutzellen'. 
Von 
Hugo Theorell. 
(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Zellphysiologie Berlin-Dahlem.) 
(Eingegangen am 25. Oktober 1954.) 


Mit | Abbildung im Text. 


Das Atmungs-Co-Ferment (1) von O. Warburg und W. Christian (1) 
ist bis jetzt in einer zwar sehr hochaktiven, aber bisher nicht chemisch 
reinen Form dargestellt. Die praparative Abtrennung der letzten 
Verunreinigungen macht sehr grobe Schwierigkeiten und ist bis jetzt 
nicht gelungen. Da es unbekannt ist, wie viel von dem reinen Co- 
Ferment in den bisher aktivsten Praparaten enthalten ist, versagen 
offenbar die gewéhnlichen chemischen Analysenmethoden ; die Praparate 
enthalten indessen sowohl Stickstoff wie Phosphor. Ein Studium der 
Ionenbeweglichkeit des Co-Ferments schien daher besonders angebracht, 
weil diese Untersuchung unabhangig von dem Reinheitsgrad des Prépa- 
rates durchgefiihrt werden kann und also die dem reinen Co-Ferment 
gehorenden Eigenschaften erscheinen miissen. Die Hoffnung bestand 
ja auch von vornherein, daB die Kataphoreseuntersuchungen iiber 
das Co-Ferment Aufschliisse geben kénnten, die praparativ zu ver- 
werten waren. 

Methodisches. 


Die von den Herren O. Warburg und W. Christian zu meiner Ver- 
fiigung gestellten Praparate waren nach den Vorschriften (I. ¢.) dar- 
gestellt und enthielten in 0,010 bis 0,025 mg Substanz eine Wirkungs- 
einheit (= die Co-Fermentmenge in leccm roten Pferdeblutzellen). 
Zuerst wurde 1 Liter Seitenfliissigkeit (in der vorausgehenden Arbeit, 
Pufferlésung genannt) bereitet, meistens 0,01 bis 0,02 mol. Pufferlésungen, 
einige Male auch reine Salzsiure, siehe Tabelle 1. Dann wurden 10 mg 
vom Co-Fermentpraparat (im folgenden CoF bezeichnet) in 50cem von 
der Seitenfliissigkeit gelést. Die molare Konzentration des Co F lie sich 
natiirlich nicht genau berechnen, iibertraf jedoch sicher niemals 5°, von 
der Molaritat der Seitenfliissigkeiten. Im Anfang wurde immer 0,25 g 
Glucose zur Versuchslésung gesetzt, um den Unterschied der spezifischen 
Gewichte zwischen Seitenfliissigkeit und Versuchslésung zu erhéhen. 


1 H. Theorell, Naturwiss. 22, 289—290, 1934; Skand. Arch. f. Physiol. 
LXIX, 8S. 24, 1934. 
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Diese MaBnahme zeigte sich indessen als iiberfliissig. Dagegen war 
es von wesentlicher Bedeutung, nicht weniger als 10 mg CoF zu nehmen, 
weil es sich mit geringeren Mengen (die an sich fiir die Bestimmung 
der Wirkung sehr wohl ausreichten) zeigte, daB der spezifische Ge- 
wichtsunterschied in der wandernden Grenzzone wahrend der Kata- 
phorese zu klein wurde, so daB Konvektionsstrémungen zustande 
kamen. 

pu wurde mit der Wasserstoffelektrode in Versuchslésung und 
Seitenfliissigkeit gemessen. Da die CoF-Praparate sauer reagieren, war 
diese Versuchslésung bei py-Werten oberhalb 3 um einige Hundertstel 
pu-Einheiten saurer als die Seitenfliissigkeit. Das py der Seitenfliissig- 
keit wurde darum durch einen Zusatz von der sauren Pufferkompo- 
nente auf genau denselben Wert wie in der Versuchslésung eingestellt. 

Dann wurde die Leitfahigkeit beider Fliissigkeiten gemessen. 
Dies geschah in kleinen WiderstandsgefiBen von 3 bis 4 ccm Volumen 
mit fest eingeschmolzenen, gut platinierten Platinblechen. Die Kon- 
stanten der GefaBe waren etwa0,5, was sich als sehr zweckmabig erwies. 
Die Messungen wurden mit der gewéhnlichen Methode mittels Wheat- 
stones Briicke ausgefiihrt. Wenn ein Unterschied zwischen den Leit- 
fahigkeiten der beiden Lésungen vorlag, wurde sie durch Verdiinnung 
der stairker leitenden Flissigkeit ausgeglichen. Es wurde immer genau 
darauf geachtet, da das py der beiden Fliissigkeiten auf weniger als 
0,01 pu, die Leitfaihigkeit auf weniger als 1° iibereinstimmten. 

Die Kataphorese wurde dann im ,,Apparat fiir Untersuchungs- 
zwecke* durchgefiihrt. Die Temperatur war immer 20,0°C. Die Zellen 
wurden nach dem SchlieBen der Scheiben auspipettiert und mit Wasser 
nachgespiilt, so daB jeder Zelleninhalt von 2 auf genau 4 ccm verdiinnt 
wurde. Dann wurde in den verschiedenen Zellenfliissigkeiten die 
relativé Co-Fermentmenge durch Bestimmungen der Wirkung ermittelt. 

Die Bestimmung wird folgendermaBen ausgefiihrt: Wenn in dem 
System Gelbes Ferment + Co-Ferment + Zwischenferment +- hexose- 
monophosphorsaures Kalium die drei tibrigen Komponenten im Ver- 
haltnis zu dem Co-Ferment in geniigendem Uberschu8 vorhanden sind, 
wird die Reaktionsgeschwindigkeit von der anwesenden Co-Ferment- 
menge bestimmt, d.h. die Wirkung wird der Co-Fermentmenge ganz 
oder anniahernd proportional. Die Wirkung einiger verschiedener 
Co-Fermentmengen mu jedoch jedesmal untersucht werden, weil die 
Zwischenfermentlésungen noch nicht ganz gut reproduzierbar zu 
erhalten sind. Wenn man eine nur annahernde Proportionalitaét zwischen 
Co-Fermentmenge und Wirkung findet, bestimmt man graphisch aus 
einem Diagramm die relative Co-Fermentmenge aus der erhaltenen 
Wirkung. Hier unten folgt eine Bestimmung der Wirkung verschie- 
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dener CoF-Mengen bei UberschuB der tibrigen Komponenten des 
Systems. 

Wirkungsbestimmung von verschiedenen CoF-Mengen. CoF-Lésung: 
10mg CoF 2101 (1 Einheit in 0,025 mg) in 50cem Pufferlésung |= Ver- 
suchslésung zur Kataphorese 7 (siehe unten Tabelle [)]. 

38°, Gasraum Sauerstoff. 

Zwischenferment aus Hefe. Gelbe Fermentlésung: 0,25 cem = 0,0025 me. 
Farbstoff. als Photoderivat berechnet, bei ¢ 0 aus der Birne. Erste Ab- 
lesung nach 5 Minuten. 

Einsatz: 0,2 cem Kalilauge. 





0,3 mol. hexosemonophosphorsaures 


Kalium . oe oe ee ew st OS com | O2 com) 02 com 0.2 oom 
CORTGUNES go ie ee oe lk 0,06, 0,02 , 
Wasser WET Fake 1,90 , 1,94 , oe. 2,0 
Zwischenfermentlésung . . Pe ie Lo. 1,0 
Birne: Gelbe Fermentlésung. . . . 0,25 , 0,25 , 0.25 . 0,25 
emm QO, absorbiert nach 10 Min.. . 33 22 8 0 
a Os ‘ Pa | See 64 42 14 0 


Man ersieht aus diesem Versuch, daB die Wirkung der CoF-Menge 
zwar nahe proportional ist, doch nicht ganz streng: Die Bestimmung der 
Co-Fermentwirkung wurde also in diesem, wie in den meisten iibrigen 
Fallen graphisch vorgenommen. Die P-Bestimmungen wurden kolorimetrisch 
nach Briggs, die N-Bestimmungen kolorimetrisch mit Ness/ers Reagens 
von Herrn W. Liittgens ausgefiihrt. 

Resultate. Es sei zuerst als Beispiel eine von den Kataphoresen etwas 
naher beschrieben (Nr. 7, Tabelle I). CoF 2101. Phosphatpuffer etwa 
0,015 mol. px 6,04 in Versuchslésung und Pufferlésung. Leitfahigkeit 

1,41 . 10-* rez. Ohm in beiden. Die Zellen 1, 2, 3 oberhalb, 4, 5 und 6 
unterhalb der Anfangsgrenzflache zwischen Pufferlésung und Versuchs- 
lésung. Stromstirke 5,0 Milliamp. Versuchsdauer 60 Minuten 3600 sec. 
20,0° C, 


Bestimmung der Wirkung. 


Bezeichnung. 1, + 2... + 6: Zellen auf der Anodenseite von oben 
nach unten gerechnet. 1—2... 6: Zellen von oben nach unten auf 


der Kathodenseite. Der Inhalt der Zelien durch Ausspiilen von 2 auf 4 cem 
verdiinnt. 38°. Gasraum Sauerstoff. Einsatz 0.2 cem Kalilauge. Gelbe 
Fermentlésung wie oben in der ,,Wirkungsbestimmung™. 





I Il Il 
0,3 mol. hexosemonophosphorsaures 
TIN soe niayestycinns tee cals ve -iee- ce Ihe ee CNN 0,2 cem 0,2 com 
Pifesiewert: aus Zello. 2 2 wwe. HOS g IT OS, 6H 8 OCHS 
WOM! cada ce zi te ? Saon «So A ee 
Zwischenfermentlosung (aus Hefe). 1,0 , Lo 1,0 
Birne: Gelbe Fermentlésung . . . 0,25 , 0,25 , 9,25 
emm QO, absorbiert nach 10 Min. 1 18 31 
gt OS i et ae 2 33 57 
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IV V VI 
0,3 mol. hexosemonophosphorsaures 
RIM gc aie ee es is oe 0.2 ecm 0,2 eem 
Flissigkeit aus Zelle. . w+ o ff Oe, » oe ee —5' 02 , 6 
Wasser . phe a el we ee 1,8 1,8 
Zwischenfermentlésung (aus Hefe). 1,0 , 10. a 
Birne: Gelbe Fermentlésung . . . | 0,25 , 0,25 , 0,25 , 
emm QO, absorbiert nach 10 Min. . 5 25 32 
Oy = go aes ; 8 46 62 


Wenn man nun zuerst mit absoluter Proportionalitaét zwischen Wirkung 
und Co-Fermentmenge rechnet, erhalt man folgende Werte fiir die 
Wanderung auf der Anodenseite: 
2 + 33 + 57 

64 

Wanderung auf der Kathodenseite : 
3.64 — (8 + 46 + 62) 
64 


1,44 em, 


1,19 em, 


Mittelwert: 1,32 cm. 

Die graphische Methode nach der oben angefiihrten ,,Wirkungs- 
bestimmung* ergibt folgende Werte. Die Co-Fermentmenge in 0,1 ecm 
Versuchslésung, die in 20 Minuten 64 cmm O,-Absorption ergibt, wird mit 
100% bezeichnet. 





Zelle: +1 + 2 3 4 —5 ~6 
0,2cem von dem doppelt verdiinnten Zellen- 
inhalt enthalten °') Co-Ferment .. . 3 45 85 10 | 66 | 97 
Wanderung auf der Anodenseite: 0,03 + 0,45 + 0,85 = 1,33 em. 


Wanderung auf der Kathodenseite: 3,00 — (0,10 + 0,66 + 0,97) 
1,27 em. 

Mittelwert: 1,30 cm. 

Obschon die Mittelwerte nach beiden Methoden beinahe gleich aus- 
fallen, gibt die richtige graphische Methode doch offenbar bessere Werte 
fiir jede Seite fiir sich. Der Unterschied zwischen Anoden- und Kathoden- 
seite fallt praktisch weg, was ja von einer einwandfreien Kataphorese zu 
fordern ist. 

Die Berechnung der Ionenbeweglichkeit nach der Formel: 

; : em Wanderung X Leitfahigkeit x Querschnitt des Rohres 
lonenbeweglichkeit - ‘ 
Stromstarke X Sekunden 
ergibt: 
1,30.1,41.2 A em 
v a 904. 10-5 7. 
5 . 3600 Sek. . Volt 

Die lonenbeweglichkeit des Co-Ferments wurde bei verschiedenen 
pu-Werten bestimmt. Die Resultate sind in der Tabelle I zusammen- 
gestellt. 


Die Wanderung war bei allen untersuchten pxy-Werten von 1,55 


bis 11 anodisch, d.h. das Atmungs-Co-Ferment ist eine Sdure. 
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Die Abb. 1 zeigt den Zu- 
sammenhang zwischen py und 
lonenbeweglichkeit. 


Die Kurve ist nun in der 


Tat eine Dissoziationskurve 
einer Saure, die in zwei Stufen 
dissoziiert. Dies ist folgender- 
Die 
Wanderungsgeschwindigkeit ist 


Kraft/Reibung. Bei der Er- 


maBen einzusehen: 


90 asso 


oaisch 


\ 


oe" 
a, 


Wanderung an 


m5 
= 
Ss 

~*~ 


“SISO SETI OT 
— J, 
Abb. 1. 


lonenbeweglichkeit des Co-Ferments 
bei 20°C und verschiedenen pg. 
Wanderung 


zeugung einer 


durch eine elektrische Spannung 


ist die Kraft = Ladung & Feld- 
starke. Die Feldstarke ist in 
unserem Falle immer auf 
1 Volt/em umgerechnet; die 
Reibung mu, wenn keine 


Unterschiede in bezug auf Form 
der Molekiile 
verschiedenen pu 
auch konstant sein. 


oder GréBe bei 
vorliegen, 
D. h. die 
Wanderungsgeschwindigkeit ist 
Die 
Ladung ist ja von 
elektrolytischen 
hervorgerufen. 


der Ladung proportional. 
ihrerseits 
Disso- 
ziation Die 
Wanderungsgeschwindigkeit ist 
also proportional 
ziation. 
ziation der ersten Stufe gibt eine 


der 


der Disso- 


Die volistandige Disso- 
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lonenbeweglichkeit von 14,4. 10-5 qem/seec « Volt bei px 4,0; die voll- 
standige Dissoziation beider Stufen, bei pq 11, gibt die lonenbeweglich- 
keit 27,4 . 10-5, d. h. beinahe doppelt so viel. Dies steht ja mit 
der Annahme im Einklang, daB die Reibung bei allen py gleich sein soll. 


In der Kolumne XI der Tabelle I sind die beiden scheinbaren 
Dissoziationskonstanten ausgerechnet. Die Unterschiede der einzelnen 
Bestimmungen liegen innerhalb der Fehlergrenzen der Methode. — Sie 
zeigen keinen Gang mit dem px, was entschieden dafiir spricht, dab 
jede Stufe der Dissoziation von entweder einem H-Ion oder von zwei 
oder mehreren H-Ionen mit derselben Dissoziationskonstante entspricht. 
Die Mittelwerte der Wasserstoffionenkonzentrationen bei 50% Disso- 
ziation der ersten bzw. zweiten Stufe sind 107-1! ** und 10~6*4, d.h. 
pK, = 1,8 — 1,9, pK, = 6,2 — 6,3. 

Es ist natiirlich zunaichst unméglich, dariiber etwas auszusagen, ob 
ein oder mehrere H-Ionen fiir jede Stufe abdissoziiert werden. Das 
konnte ich jedoch durch Diffusionsmessungen bestimmen (siehe die 
nichste Arbeit). Jede Stufe entspricht demnach der Dissoziation von 
zwei H’-lonen. Die in der Abbildung ersichtliche Kurve geht demnach 
in die Titrierungskurve des reinen Co-Ferments iiber. 

Man kann aus den Resultaten noch einige wichtige Schliisse ziehen. 
Zwischen py 1,5 und 11 dissoziieren nur die erwihnten sauren Gruppen 
und keine anderen. Da sich eine Dissoziation von etwa 10°, in der Ionen- 
beweglichkeit schon bemerkbar machen wiirde, kann man sogar be- 
haupten, daB eventuell noch vorhandene dissoziable basische Gruppen 
ein pK’ von < 0,5, saure Gruppen ein pK’ von > 12 haben miissen. 
Damit fallt die Médglichkeit eines Vorhandenseins z. B. einer freien 
Aminogruppe weg. Damit stimmte iibrigens tiberein, daB das Atmungs- 
Co-Ferment von Nitrit nicht inaktiviert wurde (Warburg und Christian, 
unveroffentlicht). Ein Kataphoreseversuch mit Muskel-Adenylsaiure 
bei pu = 1,55 zeigte wie erwartet kathodische Wanderung. 

Beziiglich der chemischen Natur der im Co-Ferment vorkommenden 
Saure kann man natiirlich aus physikalisch-chemischen Untersuchungen 
keine beweisenden Schliisse ziehen. Doch scheint mir alle Wahrscheinlich- 
keit dafiir zu sprechen, daB es sich um Phosphorsdure handelt, und 
zwar aus folgenden Griinden. 

1. Die Dissoziationskonstanten liegen etwas mehr auf der sauren 
Seite als diejenigen der Orthophosphorsaéure, was die Annahme stiitzt, 
daB die Aziditaét der Phosphorsiure bei Veresterung mit z. B. Zucker 
bekanntlich gesteigert wird. 

2. Co-Fermentwirkung ohne Phosphorgehalt war mittels Kata- 
phorese bei verschiedenen py nicht zu erhalten (siehe unten), ebenso- 
wenig wie bisher mit praparativen Methoden. 
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Beobachtungen iiber die Fluoreszenz. 

Die CoF-Praparate aus roten Blutkérperchen zeigen eine schéne 
Fluoreszenz, die in saurer Lésung blau ist, in alkalischer griin. Bei der 
relativen Seltenheit dieser Erscheinung lieB sich vermuten, daB sie 
etwas mit der Co-Fermentwirkung zu tun haben kénnte. Es wurde 
daher in drei Kataphoreseversuchen, bei py 6,78 (nicht in der Tabelle I, 
weil die Kataphorese fiir die v-Bestimmung etwas zu weit gegangen 
war), 4,62 (Nr. 5) und 2,31 (Nr. 3), die Fluoreszenz im Verhaltnis zur 
Co-Fermentwirkung beobachtet. Als Resultat wurde erhalten, daB die 
Fluoreszenz bei den untersuchten px zwar genau so wie das Co-Ferment 
anodisch wandert, aber nur etwa um die Halfte so schnell. Es wurden 
in allen drei Fallen oben auf der Anodenseite Zellenfliissigkeiten er- 
halten, die etwa zwei Drittel von der Wirksamkeit der Stammlésung 
besaBen, aber gar nicht fluoreszierten; auf der Kathodenseite wiederum 
Zellenfliissigkeiten, die fluoreszierten, aber unwirksam waren. Es bleibt 
als einzige SchluBfolgerung die, daB die Fluoreszenz mit der Co-Ferment- 
wirkung nichts zu tun hat. 


Chemische Analysen. 


Es war von Anfang an ein wesentlicher Zweck der Untersuchung, 
festzustellen, ob sich eine kataphoretische Reinigung der Co F-Praparate 
mittels der Kataphorese durchfiihren lieBe. Daher wurden in einigen 
Fallen Analysen auf Phosphor und Stickstoff in den Zellenfliissigkeiten 
ausgefiihrt und die erhaltenen Werte mit der Wirkung verglichen. Da 
diese Untersuchungen in bezug auf die Reinigungsméglichkeiten un- 
giinstige Resultate ergaben, werden sie hier nur kurz erwahnt. 

Bei po = 6,78 wanderte der Stickstoff im ganzen mit der Wirkung 
parallel. 

Bei py = 4,62 (Kataphorese 5) wanderte der Phosphor mit der Wirkung 
ungefihr parallel. Dasselbe Verhalten zeigte sich bei py 2,31 (Nr. 3). 

Etwas giinstiger fiir eine Trennung lagen die Verhaltnisse bei px 1,55 
(Kataphorese 1). Die Resultate sind in der Tabelle II ersichtlich. Das 
CoF 243 war sehr aktiv mit 1 Einheit in 0,01 mg. Die Anfangsgrenzflache 
zwischen Versuchslésung und Salzséure lag zwischen den Zellen 3 und 4. 


Tabelle II. 





re — y P pro 2eem Wirkung y N pro 2ecm Wirkung 

Zell Wirkung* Zellenfliissigkeit y P pro 2cem Zellentliissigkeit y N pro 2cem 

2 11 8,3 3,3 3 3,6 
+3 30 10,5 2.9 10 3,0 
+4 48 22 2,2 25 1,9 
—3 3 3 1 3 1 
4 28 14 2 21 1,3 
—5 40 18 2,2 25 4 


* 0,075 ecm Zellenfliissigkeit + UberschuB von den iibrigen Komponenten. 38°. emm 0. 
in 10 Min. absorbiert. 
Biochemische Zeitschrift Band 275. 9 
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Man sieht aus der Tabelle, daB noch bei diesem niedrigen py fast 
gar nichts kathodisch gewandert ist; die kleine Wirkung und die ge- 
ringen Mengen von N und P in der Zelle — 3 sind wohl durch Diffusion 
hineingekommen — die Versuchszeit war lang, die Wanderungs- 
geschwindigkeit gering. Es kann keine gréBere Menge von gewohnlicher 
Adenylséure anwesend sein, denn diese sollte bei diesem py kathodisch 
gewandert sein. Die Fliissigkeit in + 4 hatte dieselbe Wirkung und 
denselben P- und N-Gehalt wie die Stammlésung. 

Die Wirkung veranderte sich etwas schneller als die Wanderung 
einiger P- und N-haltiger Verunreinigungen; die Wirkung pro N und P 
steigt oben auf der Anodenseite, fallt auf der Kathodenseite herab. 
Man kann weiter sehen, daB hdéchstens 50 bis 60° vom Stick- 
stoff, zwei Drittel vom Phosphor dieses Praparates dem wirklich 
reinen Co-Ferment gehért — wahrscheinlich natiirlich noch weniger. 
Als praparative Reinigungsmethode ist die Kataphorese beim Atmungs- 
Co-Ferment doch kaum zu verwenden; noch saurere Lésungen als 
pu = 1,5 lassen sich nicht gebrauchen, erstens weil die Leitfaihigkeit 
iibermaBig groB wird, die Wanderungsgeschwindigkeit dagegen noch 
geringer. 

In der Kataphorese 6 wurde 3°, Borséure zugesetzt. Dies griindet 
sich auf die Beobachtung [siehe Béeseken (2), Klimek und Parnas (3)], 
daB konjugierte OH-Gruppen mit Borséure Verbindungen mit héherer 
Aziditét bilden. Es ware in diesem Falle eine héhere Wanderungs- 
geschwindigkeit zu erwarten, wenn man das py wie in diesem Versuch 
so wahlt, daf eine Verschiebung einer Dissoziationskonstante nach 
der sauren Seite hin in dem betreffenden py-Gebiet eine gréBere 
Dissoziation hervorrufen wiirde. 

Der Zusatz der Borsdiure hatte nun iberhaupt keine Einwirkung 
auf die Ionenbeweglichkeit, weshalb konjugierte OH-Gruppen im Co- 
Ferment wohl sicher nicht vorkommen. 


Die vorliegende Arbeit wurde durch ein Stipendium der Rocke- 
feller Foundation erméglicht. 
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Bestimmung der Anzahl von sauren Gruppen des 
Atmungs-Co-Ferments durch Diffusionsmessungen. 
Von 
Hugo Theorell. 
(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Zellphysiologie, Berlin-Dahlem.) 


(Eingegangen am 23. Oktober 1934.) 


In der vorhergehenden Arbeit wurde gezeigt, daB das Atmungs- 
Co-Ferment von O. Warburg und W. Christian (1) eine in zwei Stufen 
dissoziierende Saure sein muB. Es blieb iibrig herauszufinden, wie viele 
H-Ionen es sind, die fiir jede Stufe abdissoziieren, oder mit anderen 
Worten, wie viele saure Gruppen im Co-Ferment-Molekiil vorkommen. 
Wie unten gezeigt wird, laBt sich die Aufgabe mit Diffusionsmessungen 
lésen. 

Experimente. 


Die Diffusionsuntersuchungen wurden im_ ,,Kataphoreseapparat 
fiir Untersuchungszwecke™ ausgefiihrt. Der Apparat leistete auch fiir 
Diffusionsmessungen einwandfrei gute Dienste. 

Die Technik ist auBerst einfach. Der Apparat soll so zusammen- 
gebaut sein, da die Zellen in den planen ,,Anhangen** Nr. 3 und 4 
sind. Das U-férmige Bodenstiick wird z. B. zuerst mit Wasser gefiillt 
und die unterste Hartgummischeibe so gedreht, daB das U-Rohr hier 
geschlossen wird. Das Bodenstiick mit Lift gefiillt zu lassen, kann 
ungiinstig sein, wenn die Zimmertemperatur von der Thermostaten- 
temperatur wesentlich verschieden ist. In diesem Falle wiirde ja beim 
Einsetzen des Apparates in den Thermostaten ein Druck entstehen, 
der die diinne Hartgummischeibe deformieren und zu _ fehlerhaften 
Werten fiihren wiirde. Die beiden Zellenséulen werden mit einer 
Kapillare von simtlichen Wassertropfen befreit. 

Offenbar kénnen jedesmal zwei Bestimmungen ausgefiihrt werden, 
eine in jedem Schenkel. Etwas mehr als 6 cem von der Versuchslésung 
(oder den Versuchslésungen) wird auf jeder Seite eingegeben und die 
Hartgummischeibe zwischen den Zellen 3 und 4 geschlossen. Die ober- 
halb der Scheibe ibriggebliebene kleine Menge von Lésung wird ab- 
gesaugt und die noch offenen Teile der Schenkel mit Wasser zuerst 
ausgespiilt und dann mit Wasser gefiillt. Die oberste Hartgummi- 
scheibe wird geschlossen. Es sind nun also auf jeder Seite die drei 
untersten Zellen mit Versuchslésung, die drei obersten mit Wasser 
gefillt. Die Elektroden anzusetzen hat ja in diesem Falle keinen Sinn. 
Der Apparat wird in dem Thermostaten befestigt und eine Stunde zur 

Q* 
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Einstellung der Temperatur so belassen. Dann wird durch Drehen der 
Scheibe zwischen den Zellen 3 und 4 offene Kommunikation zwischen 
den oberen und den unteren Zellen hergestellt. Die Schichtung des 
Wassers tiber der Versuchslésung wird so gut wie haarscharf, wie sich 
bei Kontrollversuchen mit gefarbter Unterflissigkeit zeigte. Ubrigens 
wurden unabhingig von der Zeit konstante Werte des Diffusions- 
koeffizienten erhalten, was an sich beweist, daB keine Wirbel durch 
das Drehen der Scheibe hervorgerufen wurden. 

Nach einer geeigneten Zeit wurde die mittlere Scheibe (zwischen 
den Zellen 3 und 4) wieder so gedreht, daB die Fliissigkeitssiule wieder 
an der Mitte abgeschnitten wurde. Es ware nun fiir die Bestimmung 
des Diffusionskoeffizienten ausreichend, die obere und die untere Ab- 
teilung je fiir sich zu untersuchen. Jedoch wurde in allen Fallen so 
verfahren, daB alle sechs Zellen auf jeder Seite voneinander getrennt 
wurden. Dies diente zur Kontrolle, 

1. daB nichts oder sehr wenig in die Zelle 1 hineindiffundiert, 
nichts oder sehr wenig aus der Zelle 6 hinausdiffundiert war; 

2. daB die Diffusion ohne Stérungen durch mechanische oder 
Warmekonvektionen erfolgt ist. Wenn dies namlich der Fall ist, 
muB in die Zelle 1 ebensowenig hineinkommen, wie aus der Zelle 6 
verschwunden, in die Zelle 2 ebensoviel hineinkommen, wie aus der 
Zelle 5 verschwunden, in die Zelle 3 ebensoviel hineinkommen wie 
aus der Zelle 4 verschwunden sein. 

Wenn man nur die mittlere Scheibe schlieBt und somit die Fliissig- 
keitssiule in zwei gleiche Halften trennt, wird man natiirlich immer 
finden, daB was man in der oberen Abteilung wiederfindet, aus der 
unteren Abteilung verschwunden ist, aber dies ist keine Kontrolle der 
einwandfreien Diffusion, sondern héchstens darauf, daB die Aktivitat 
des Praparates waihrend der Versuchszeit unverandert geblieben ist. 
In der’ Tat bleibt nun die Co-Fermentwirkung in Wasserlésung, wie es 
scheint, beinahe unbegrenzt lange haltbar, was ja eine unerlaBliche Vor- 
aussetzung fiir die ziemlich langdauernden Diffusionsbestimmungen ist. 

Die Auspipettierung der Zellen geschah in der gew6hnlichen Weise, 
d. h. unter Nachspiilung und damit Verdiinnung von 2 auf 4ccem. Die 
Bestimmungen der Co-Fermentwirkung wurden wie frither mit UberschuB 
von hexosemonophosphorsaurem Kalium, Zwischenferment und gelbem 
Ferment bei 38° und mit Sauerstoff im Gasraum ausgefiihrt. Da bei 
Diffusionsbestimmungen jedoch sehr verschiedene, aber ziemlich genau 
voraussehbare Mengen von Co-Ferment in den verschiedenen Zellen 
vorkommen, wurden solche Volumina von den Zellenfliissigkeiten zur 
Wirkungsbestimmung genommen, daB die O,-Absorption in allen Fallen 
méglichst gleich wurde, siehe unten. Dadurch werden natiirlich die 
Bestimmungen genauer. Wenn alle Scheiben bei Diffusionsmessungen 
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geschlossen werden, muB man graphisch korrigieren fiir die dabei 
entstehenden kleinen Verluste von 0,05cem fiir jede Scheibe, mit 
Ausnahme der Scheibe zwischen den Zellen 3 und 4, wo ja die 0,05 cem 
nur vorlaufig zwischen den Anhangen hinausbeférdert und nachher 
zurickgewonnen werden. Die Diffusion der Muskeladenylsdéure wurde 
mit P-Analysen, die des Rohrzuckers mit  polarimetrischen Be- 
stimmungen verfolgt. 


Der Thermostat. Die Temperatur mu bei Diffusionsbestimmungen 
sehr konstant gehalten werden, um Warmekonvektionen zu vermeiden. 
Ein gewohnlicher Gasthermoregulator wurde so abgedandert, daB das Auslaut- 
rohr des Gases fein ausgezogen wurde, bis zu einem inneren Durchmesser 
von etwa 1 mm, und mit dem unteren, schrag abgefeilten Ende in den ver- 
jiingten Teil des Quecksilberrohres hineinragte. AuBerdem wurde zur 
Vernichtung der morgens und abends beim Aus- und Einschalten der 
StraBenbeleuchtungen einsetzenden Gasdruckerhéhungen ein T-Rohr am 
Gashahn angesetzt. Der vertikale Teil des T-Rohres tauchte in Wasser 
so tief ein, daB bei gewé6hnlichem Gasdruck eben kein Gas hinaus konnte, 
etwa 6 bis 7 cm tief. Bei den Druckerhéhungen dagegen str6mte Gas hier 
aus und der Druck in der Leitung zum Thermoregulator blieb konstant. 
Die einfache Anordnung bewahrte sich so gut, daB an einem Beckmann- 
Thermometer im Thermostatenwasser im allgemeinen gar keine Tem- 
peraturschwankungen zu sehen waren. Die Temperatur war in allen Be- 
stimmungen = 20,00°C, 


Die Berechnung der Diffusionskonstante aus den Versuchsergebnissen. 
Die bekannte Diffusionsgleichung 

de _ d*? ¢ 

dt »- dz? 
laBt sich mit der Fourierschen Reihe entwickeln |siehe Lorentz-Schmidt (2)}. 
Unsere Bedingungen sind: In einer Réhre von der Héhe h wird eine Lésung 
des zu untersuchenden Stoffes mit der Konzentration ¢, unter dem Lésungs- 
mittel geschichtet. z ist die vertikale Raumkoordinate. Anfangsbedingungen: 





C = e far z = 0 bis z = >; | 
i 7 (1) 
i t . 
C 0 fir z 9 bis h. | 


Man erhalt dann nach der Reihenentwicklung den folgenden Ausdruck 
fiir die Menge, die in der Zeit durch irgendeinen Querschnitt diffundiert 
(m = Menge, cy = Anfangskonzentration der Versuchslésung, ¢ Quer- 
schnitt der Réhre, h Hohe der Roéhre): 


a2 
noe + De 
m 2 % 2 4h2 
_ = =I». ea ae 
cCo-q-h bi ry sin (5 h/ 
9 22 
1 . (3% 2 me 
itemise t)alb=e : 


+ 5 -py.sin ee. £). oe ed gee (2) 
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Unter den Bedingungen (1) werden die Koeffizienten der Fouwrierschen 
Reihe: 
py = — +n, 
4 _ Bx 
Ig = a In —, 
Pa 3a 4 
4 . ba 
, ~ sin —— usw. 
Ps 5a 4 
Durch Einsetzen der Koeffizienten in (2) erhalt man nach einiger Ver- 
einfachung: 
m2 D.t 9 22 D.t 
m 8 int = (1 ra Y 4 gine 82 i ah y 
——=—— = —; [sin* — ig —~ siti" —e 
Co-q-h ae? 4 9 4 
25 a2 
e ec .t 
1 rt 4h2 ° ah 
+ =—-sin? —- |1—e +:-- (3) 
25 4 
ee) sere ante 
sin? —; sin? —— usw. ist immer = 0,5; 
4 4 
die Summe der unendlichen Reihe 
petu tag ty ane 
9 25° 49 ae tle 
Daraus ergibt sich die Formel: 
m2 9 22 25 22 
_ Dt ~ - Dt 2 EY 
m 8 4h? 1 4h2 1 4h? ‘ 
a = 1—-\e +2 e + =< € +: (4) 
h 2 9 25 
C-4°5 
m 


ist offenbar derjenige Teil von der ganzen Stoffmenge, der durch 

i 
Ca-G*= 
0-4 9 


den Querschnitt z = h/2 diffundiert ist. Fiir ¢ = 0 werden alle e-Potenzen 


2 


a a m ‘ . 
= 1, die Summe der Parenthese = 8 und ———- 0, was ja mit den 
i 
Co+q* DY 
Bedingungen iibereinstimmt. 
ae . m aes 
Fiir t = oc wird ious aes 1; unter unseren experimentellen Be- 
t 
Co+q° Dp} 
. ee ° . m - ° . . 
dingungen wiirde indessen bei satu tan 0,5 Gleichgewicht eintreten. 


a 
-9°9 


Diese scheinbare Diskrepanz beruht darauf, da die Formel unter der 
Voraussetzung abgeleitet ist, da®B h so gro® ist, daBS wahrend der Zeit ¢ 


praktisch nichts von dem diffundierenden Stoff zur obersten Grenzflache 
gelangt. 








i 
{ 
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Praktisch bedeutet dies, da bei diesem Apparat Mie. den Wert 
von 0,17 bis 0,18 nicht iiberschreiten darf. Wir setzen —“ ; 5 a. 
Co 5 ae 


Durch Einsetzen verschiedener J) .t-Werte kann man die entsprechenden 
a-Werte berechnen. 


Die Tabelle I gibt einige derartige Werte innerhalb der fiir D .¢ ver- 
wendbaren Werte. 


Tabelle I. 





D.t D.t D.t 

a a a 
qem qem qem 
0,30 0,1030 0,60 0,1457 0,80 0,1682 
0,40 0,1190 0,70 0,1573 0,90 0,1784 
0,50 0.1330 


Nun gilt bei freier Diffusion, wenn fA als unendlich groB zu betrachten 
ist, was ja hier der Fall ist (weil nichts von dem diffundierenden Stoff zur 
oberen Grenze gelangen darf), folgende Beziehung: 


at*=£. Dt, 


wo k& eine Konstante ist. Fiir zwei Falle ergibt sich also: 


a? D,.t, 
ag Dg « tg 


Mittels dieser Formel ]aB8t sich aus jedem experimentell gefundenen a-Wert 
der entsprechende D .t-Wert leicht berechnen. 


Resultate. 


Versuch 1. Rohrzucker in 1%iger Wasserlésung. Polarimetrische 
Bestimmung in den doppelt verdiinnten Zellenfliissigkeiten. 1 2 dm, 
t = 1,00 Tag. 





In ] bis 3. hinein- , ee ar 


diffundiert: . .. . 33,2% ; I Drehung, ‘ho 
Aus 4 bis 6 hinaus- —— korrigiert PA tcenes wn 
diffundiert: .... 36.5% ene 
Mittel: 34.4% 1 0,00 ° + 0 
2 0,036 + 54 
E 3 0,185 + 27,8 
a 0,44 = 0,1145; e > 
3 4 0,47 — 29,5 
7 5 95 6.0 
)». /0 2 ) 0,625 ), 
ee, deen 6 0,667 0 


0,30 \0,1030 Stammlosung, 


D = 0,371 qem/Tag. doppelt verdinnt 0,665 


Versuch 2. Rohrzucker in 1%iger Wasserlésung. Bestimmung wie 
in l. ¢ = 1,95 Tage. 
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In 1 bis 3. hinein- 
+ °/) von der 


? Drehung, i diffundiert : 46,6 ° 
Zelle ‘iar, Gdoppelt verdiinn- taht ae 7 /0 
korrigiert ten Stammlisung Aus 4 bis 6. hinaus- 
diffundiert: . . . . 47,0% 
1 0,02 + 3,0 
2 0,07 + 10,5 Mittel: 46,8°% 
0.22 + 83,1 0468 9 ing 
= -;--; 5 
4 0,44 — 83,8 ‘aa 
5 0,597 — 10,2 D = 0,353 acm/Ta 
6 0,645 — 80 oe 
Stammlodsung, Die beiden erhaltenen Werte 
doppelt verdinnt 0,665 stimmen innerhalb der Fehler- 


grenzen mit den in der Literatur 
angegebenen iiberein. Der Rohrzucker wurde als Priifsubstanz gewahlt, 
weil seine Diffusion besonders eingehend studiert ist, siehe z. B. v. Euler, 
Myrbdck und Nilsson (3). Die oben erérterte Bedingung, daB Verluste unten 
und Zunahmen oben um die Anfangsgrenzfliche symmetrisch liegen miissen, 
ist offenbar gut erfiillt; die Diffusion geht unter den experimentellen 
Bedingungen stérungsfrei vor und wird auch durch das Drehen der 
Scheiben nicht beeinfluBt. 
Versuch 3.  1°/yige Lésung von Atmungs-Co-Fermentpraparat 243. 
1 Einheit in 0,01 mg, ¢ = 1,53 Tage. 


Priifung der Wirkung in den Zellen. 
38°. Gasraum Sauerstoff. ‘insatz 0,2cem Kalilauge. Zusatz von 
HCN um die Katalase zu inaktivieren und dadurch konstante Wirkung 
pro Zeiteinheit zu erhalten. Zwischenferment aus Hefe. Lésung von dem 
gelben Ferment: 0,0025mg Farbstoff, berechnet als Photoderivat, in 
0,25 cem. Gelbes Ferment bei ¢ = 0 aus der Birne. Erste Ablesung bei 
t = 5 Minuten. 





Stamm-| Stamm- 
Lisung aus der: | Zelle1 Zelle 2 Zelle 3, Zelle 4 Zelle 5 Zelle 6 jisung*)  Jésung™ 


0,3 mol. hexosemono- 


phosphorsaures | 

Kalium .. . . » 102 +02 102 102 O2 102 102 0,2. cem 
Zellen- oder Stamm- 

léosung .... 1,0 | 0,10 | 0,05  0,0225' 0,015 0,015 0,015 | 0,0075 , 
Wasser . . ~ ow LOB | EO) E76 1278 12.70 (279 |} O78. 1178: ; 


m/25 Blausiure . .. 0,2 02 0,2 (0,2 02 (0,2 | 02 0,2 “ 
Zwischenfermentlésung | 1 1 1 1 1 1 1 1 a 
Lésung vom gelben 

Ferment .... . || 0,25 | 0,25 | 0,25/0,25 (0,25 (0,25 | 0,25 [0,25 , 


emm QO, in 10 Min. 

absorbiert. .. . . 56,5 82,5 495 435 37,4 43,7 44,7 23,1 
emm QO, in 20 Min. 

absorbiert. . . . . |106 | 63,7 | 94,7 85,2 | 72,9 84,2 851 45,0 


* Auf das doppelte Volumen verdiinnt; die Zellenfliissigkeiten 3 bis 6 und die Stamm- 
lisung wurden iibrigens der Pipettierungsgenauigkeit wegen noch 20 fach verdiinnt. 


Trotzdem hier die Wirkung der Co-Fermentmenge nahezu propor- 
tional war, wurde eine graphische Bestimmung der Co-Fermentmenge 
(siehe die vorhergehende Arbeit) zur Erreichung méglichst groBer Genauig- 
keit vorgenommen. Daraus ergibt sich: 
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o', Wirkung, o/, Wirkung, 
0 korrigiert fiir die ei. perme fiir die 
, th mit Scheiben- F P : thie mit Scheiben- 0 
Zelle i léchern ver- *o Zale — léchern ver- 
ang schwundenen 4 schwundenen 
0,05 eem 0,05 cem 
1 1,9 1,9 + 1,9 4 66,7 66,7 — 333 
2 10,8 10,9 + 10,9 5 84,0 85,9 14,1 
8 33,9 34,4 + 34,4 6 98,5 100,8 + 0 
In 1 bis 3 hineindiffundiert: 47,2% 
Aus 4 bis 6 hinausdiffundiert: 47,4 °% 
Mittel: 47,3% 
0,473 re ‘ = 
a — — 0,1577, woraus D = 0,460 qem/Tag. 
Versuch 4. Co-Fermentlésung wie oben. 7 1 Tag. 
In | bis 3 hinein- a # 
oa é Fa © 0/9 Wirkung, talla + 0/4 Wirkung, 
diffundiert: . . 40,3°% Zelle korrigiert Zelle korrigiert 
Aus 4 bis 6 hinaus- os 
diffundiert: . . 37,0% 1 > 0,5 4 — 25,0 
2 + 6,6 5 - 12,0 
Mittel: 38,7% 4 + 33,2 6 + 0 
0,387 = 
eeser aoe 0,129, D 0,470 qem/Tag. 
Versuch 5. Co-Fermentlésung wie in 3 und 4. ¢ 1,636 Tage. 
In I bis 3 hinein- o eae + 0/, Wirkang, em Oo Wirkung. 
diffundiert: . . 46,7°, a korrigiert . korrigiert 
Aus 4 bis 6 hinaus- fon 
diffundiert : 49,8 % 1 + 1,9 4 — 36,7 
2 + 12,0 5 — 11,1 
Mittel: 48,3 %, 3 + 32.8 6 — 20 
0,483 


0,161, D 0,449. 





a : 
3 

D Mittel aus den Versuchen 3 bis 5 = 0,460 qem/Tag. 

Das pu der 1°/,,igen Co-Fermentlésung war 3,2. 

In zwei Bestimmungen mit Muskeladenylsiure wurden die Werte 
0,449 und 0,473 qem/Tag fiir die Diffusionskonstante erhalten. Mittel 
= 0,46 qem/Tag, also genau so wie fiir das Co-Ferment. Man hiite sich 
jedoch vor dem voreiligen SchluB, daB die beiden Substanzen aus diesem 
Grunde identisch waren; es wird unten gezeigt, daB die Ubereinstimmung 
ganz zufallig ist. 

Die Bestimmung der Anzahl von sauren Gruppen des Co-Ferments 
mit der Hilfe von lonenbeweglichkeit und Diffusionskonstante. 

Nach Nernst (4) gilt fiir monovalente Elektrolyte die Beziehung: 

U.V 
D= ——— - R.T, (5) 
U+) : 
wo D = der Diffusionskoeffizient; U baw. V = 1 den molaren Reibungs- 
koeffizient der Kat- bzw. Anionen, R = die Gaskonstante; 7 = die 
absolute Temperatur bedeutet. 
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Bei pu 3,2 ist die erste Dissoziationsstufe des Co-Ferments 
beinahe vollstandig dissoziiert (siehe die vorhergehende Arbeit). Erst 
bei groBer Verdiinnung wird sich der Dissoziationsgrad iiberhaupt 
andern: z. B. eine 50fache Verdiinnung wiirde das py bis etwa 4,9 
verschieben, wenn keine Verunreinigungen anwesend waren. Die 
Verunreinigungen haben indessen héchstwahrscheinlich andere Ti- 
trierungskurven als das Co-Ferment, sie dissoziieren H-lonen ab und 
die Verschiebung wird noch geringer. Eine Verschiebung bis py 4,9 
wiirde indessen die Dissoziation sogar des reinen Co-Ferments nicht 
wesentlich andern. Bei den Diffusionsbestimmungen bilden sich ja 
nach oben hin verdiinnte Schichten aus; hier sind nach dem oben Ge- 
sagten die Dissoziationsverhaltnisse praktisch doch dieselben wie in 
der Lésung unten. Man kann also unter den vorliegenden experimentellen 
Bedingungen das Co-Ferment in allen Schichten als einen (in der ersten 
Stufe) vollstandig dissoziierten Elektrolyten ansehen. 

Da die lonenbeweglichkeit dann 14,4 . 10-5 qem/Volt . Sek. betragt, 
kann man also nach Nernst den Wert von V ausrechnen, zunachst unter 
der Voraussetzung, daB jeder Dissoziationsstufe des Co-Ferments ein 
Wasserstoffion entspricht. Dann ware also unter den Bedingungen 
der Diffusionsversuche des Co-Ferments als ein monovalenter Elektrolyt 
anzusehen. 

F ns es ge OR eee taka’ 'o = Aa tan), 
0,950 kg. Sek. 
ions woes 


g. Sek. 


Die Kationen sind Wasserstoffionen. %g90 fiir diese ist = 228, woraus 


" ,em. Mole 
Uap = 3,45. 10-2 en 
g . Sek. 

R wird, in derselben Dimension ausgedriickt 
2,32 . g 
273. =qem. Mole 

D ist oben immer in qem/Tag gerechnet. Um zu diesem MaBstab 
zu gelangen, multiplizieren wir das rechte Glied der Gleichung (5) 
mit 8,64.104. Die somit erhaltenen Werte von U, V und R werden 
in die Gleichung (5) eingesetzt. 7’ = 293. 
2.0,152. 10—!2.3,45.10-! 2,32 
a 3,6. 10-2 273 

. 107. 293. 8,64. 10* = 0,627 qem/Tag. 





Dieser Wert von D stimmt nun offenbar nicht mit dem experimentell 
erhaltenen, 0,46, iiberein; d. h. jeder Dissoziationsstufe des Co-Ferments 
kann nicht einem Wasserstoffion entsprechen. 
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Es wurde daher untersucht, ob der gefundene Wert D) — 0,46 qem 
pro Tag dadurch erklart werden konnte, daB das Co-Ferment fiir jede 
Dissoziationsstufe zwei H-lonen abspaltet. 

Da das Gesetz fiir die Diffusion eines bivalenten Elektrolyten 
noch nicht abgeleitet zu sein scheint, wird dies hier in prinzipieller 
Chereinstimmung mit Nernsts Behandlung des entsprechenden Problems 
fiir monovalente Elektrolyte ausgefiihrt. 

Die Bedingungen sind die hier vorliegenden experimentellen: In einem 
vertikalen Rohr vom Querschnitt q ist eine Wasserlésung einer Di-Saure 
mit zwei abgespaltenen H-lonen unter Wasser geschichtet. Dann wird 


: (d 7 
ds, —V.q.d2(<2 + FP) (6) 
dx 
und 
t a ‘ d U . - 
d Sx = —U.q.dz(25" — F}, (4) 
wo dS4 = Anzahl Grammolekiile vom zweiwertigen Anion, die pro Zeit dz 


durch q passiert unter dem EinfluB des osmotischen Druckgefalles dp dx 
und der elektrischen Kraft F, die fiir ein zweiwertiges Ion doppelt so groB 
ist wie fiir ein einwertiges. 

dSx = Anzahl Grammol einwertigen Kations, die wahrend der- 
selben Zeit dz durch q passiert. Das osmotische Druckgefalle ist fiir die 
Kationen doppelt so groB wie fiir die Anionen, weil ja die Konzentration 
der Kationen doppelt so groB ist wie die der Anionen. Es ist zu _ be- 
merken, daB p laut Nernsts Definition den osmotischen Druck jedes Ions 
fiir sich bedeutet. Die elektrische, zusammenhaltende Kraft F ist dagegen 
fiir beide dieselbe, da ja im ganzen zwei positive und zwei negative La- 
dungen vorhanden sind. 

Weiter ist offenbar 2dS4 = dS;y. Also 





a1 (UP. Pp (94? _F 
2V.q.dz a. + F) U.g.dz(27- F). (8) 
Mit Riicksicht auf F gelést: 
ip U-—V 
oc SE gp ee r 
” ie OLEY ®) 
Der Wert von F wird in die Gleichung (6) eingesetzt: 
dp 8U.V 
ds —_— @.@42 <8? = - 0 
1S a2 oS 0490 19) 
Nun ist p=c.R.T und 
d Sy de 
— —D.q: rm (Ficks Gesetz). 
az awa 
Daraus 
aS, de 8U.V 
— — Gs 6 rs (11) 
dz dx U+2 1) 
und 
8U.V an ‘ 
Dp = a ap RT. (12) 


In diese Gleichung (12) setzen wir nun wieder die oben gefundenen Werte 
fiir (’, Round 7 ein. Der Wert von V wird dagegen unter der hier gewahlten 
Voraussetzung um die Halfte kleiner, also 0,076 . 107!2 em . Mole g . Sek. 
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Dies wird ohne weiteres klar, wenn man bedenkt, da8 + immer noch 
14,4 ist; wenn aber zwei Ladungen in diesem Falle dieselbe Ionenbeweg- 
lichkeit herbeifiihren, wie friiher eine, muB ja, wenn man das Vorhanden- 
sein zweier Ladungen annimmt, die molare Reibung doppelt so groB werden. 
Also 
3. 3,45 . 0,076 . 2,82 . 293 .8,64.107! 


D 36.278 = 0,47 qem/Tag. 

Diese ausschlieBlich aus der kataphoretisch bestimmten Jonen- 
beweglichkeit berechnete Diffusionskonstante stimmt so gut mit der 
direkt bestimmten (0,46) iiberein, daB es als ganz sichergestellt be- 
trachtet werden darf, daB das Atmungs-Co-Ferment eine Saure ist, 
die fiir jede der beiden Dissoziationsstufen zwei H-lonen abspaltet, 
also mit groBer Wahrscheinlichkeit ein Di-Phosphorsaureester. 

Es diirfte aus den obigen Erwagungen hervorgehen, daB es aus- 
geschlossen ist, direkt von einer Bestimmung der Diffusionskonstante 
eines Stoffes iiber sein Molekulargewicht Schliisse zu ziehen. 

Etwas aussichtsreicher erscheint es dann, die Ionenbeweglichkeit 
einiger bekannter Substanzen zu bestimmen, die molaren Reibungs- 
koeffizienten auszurechnen und dann mit dem molaren Reibungs- 
koeffizienten des Atmungs-Co-Ferments zu vergleichen. Dann ist man 
wenigstens von den Einfliissen der elektrischen Ladung unabhangig. 
Man muB sich jedoch von vornherein klar machen, da8 auch dann nur 
Annahmen iiber die GréBenordnung des Molekiils méglich sind, weil 
immer noch zwei Faktoren unbekannt bleiben: 1. die Form und 2. das 
spezifische Gewicht des Molekiils. Die Ionenbeweglichkeit folgender 
Stoffe wurde bestimmt: Hexosemonophosphorsaure, Hexosediphosphor- 
siure und Muskeladenylsiure. Da man hier weib, wie viele Ladungen 
bei dem herrschenden py abgespalten sind, lassen sich die molaren 
Reibungskoeffizienten unschwer berechnen. Uber die Dissoziations- 
konstanten der drei genannten Stoffe siehe Meyerhof (5). 


Die Resultate sind in der Tabelle II zusammengefaBt. 


Tabelle II. 





| | Anzahl der bei | 


Molarer 


| sole 
o * a6 a < - ons- 
substan pa | fle pa, |Molekala-| 5, ygs_| Frikion 

i Ladungen | kK 
Hexosemonophosphorsaure | 7,43 2 260 17,8 10,7 
Hexosediphosphorsiure. . 3,82 2 340 21,1 9,0 
Muskeladenylsiure . . . | 7,27 2 347 17,8 10,7 
Atmungs-Co-Ferment . . 4.0 2 ? 14,4 13,2 


* Siehe die nichstfolgende Arbeit. 


Man sieht aus der Tabelle, daB fiir die drei Vergleichssubstanzen 
keine strenge Beziehung zwischen Molekulargewicht und K herrscht. 
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Da der molare Reibungskoeffizient des Co-Ferments doch offenbar 
etwas gréBer ist als derjenige der anderen Substanzen, spricht ja eine 
gewisse Wahrscheinlichkeit dafiir, daB das Molekulargewicht auch etwas 
gréBer sei — etwas Naheres laBt sich dariiber nicht sagen. 


Zusammenfassung. 


Das Atmungs-Co-Ferment von Warburg und Christian ist eine 
vierbasische Saure, wahrscheinlich ein Di-Phosphorsaureester. Der 
Nachweis dieser Tatsache geschah durch Messungen der Diffusions- 
konstante der Wirkung im ,,Kataphoreseapparat fiir Untersuchungs- 
zwecke** und durch Vergleich der gewonnenen Werte mit der aus der 
Ionenbeweglichkeit der Wirkung unter verschiedenen Annahmen be- 
rechneten Diffusionskonstante. 

Manche unentbehrliche Hilfe bei der mathematischen Behandlung 
dieser Arbeit verdanke ich Herrn Prof. O. Warburg. 

Die vorliegende Arbeit wurde durch ein Stipendium der Rocke- 
feller Foundation ermdéglicht. 
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Kataphoretische Untersuchungen iiber Mischungen von 
Atmungsfermenten und Substrat. 


Von 
Hugo Theorell. 
(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Zellphysiologie in Berlin-Dahlem.) 


(Eingegangen am 23, Oktober 1934.) 


In dem Sauerstoff absorbierenden System von O. Warburg und 
W. Christian (1) (gelbes Ferment -+- Co-Ferment + Zwischenferment 
+ Hexosemonophosphorsaure) sind die naheren Beziehungen zwischen 
den drei letzten Komponenten bisher véllig unbekannt. Es lag von 
vornherein gewissermaBen auf der Hand anzunehmen, daB das Zwischen- 
ferment, das ja ein EiweiBkérper ist [Theorell (2)], sich mit dem Co- 
Ferment verbinden kénnte und so als ein kolloider Trager fiir das 
Co-Ferment wirke, in Analogie mit dem gelben Ferment, wo sich ja 
auch ein EiweiBkérper mit dem Farbstoff verbindet und das allein 
wirksame Ferment bildet [7 heorell (3)]. Andererseits war es ja auch 
moglich, daB sich Co-Ferment oder Zwischenferment oder beide mit 
der Hexosemonophosphorsiure verbinden kénnten. 

Man kann nun die Kataphorese verwenden um festzustellen, ob 
Verbindungen zwischen zwei oder mehreren Stoffen eintreten. Wenn 
dies der Fall ist, muB sich die Wanderungsgeschwindigkeit andern 
infolge der Anderungen von Ladung und Reibung der Molekiile. Wenn 
die Stoffe dagegen in Mischung miteinander unabhangig voneinander 
mit unveranderter Geschwindigkeit wandern, kann man behaupten, dab 
keine Verbindung zustande gekommen ist, oder jedenfalls so wenig von 
der Verbindung, daB sie sich mit dieser Methode nicht nachweisen |aBt. 

Es wurde nun die Ionenbeweglichkeit der drei Komponenten fiir 
sich allein und in allen méglichen Mischkombinationen gepriift bei dem 
physiologischen py 7,4, das bei den manometrischen Messungen immer 
ungefahr eingehalten wird. Bei anderen py-Werten eintretende Ver- 
bindungen kénnten natiirlich kein physiologisches Interesse _ be- 
anspruchen. 

Fir das Co-Ferment und das Zwischenferment kann man die 
,dquivalenten’’ Mengen durch manometrische Versuche ungefahr be- 
stimmen. Wenn man namlich eine gewisse Quantitét von dem einen 
und verschiedene von dem anderen zu manometrischen Priifungen 
nimmt, so findet man, daB fiir kleine Mengen die Wirkung proportional 
der Menge, fiir sehr groBe dagegen die Wirkung davon unabhangig ist. 
Man bekommt also eine Kurve, die anfangs steil und fast geradlinig 
steigt und nachher zu einem fast horizontalen Teil umbiegt. Den der 
Umbiegung entsprechenden Abszissenwert der anderen Komponente 
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kann man als der ,,gewissen Menge“ der einen Komponente aquivalent 
ansehen. Die Bestimmung ist natiirlich nicht genau, aber fiir den vor- 
liegenden Zweck ausreichend. Wenn man die ,,iquivalenten‘* Mengen 
von Co-Ferment und Zwischenferment mischt und die Wanderungs- 
geschwindigkeit bestimmt, miBten ungefahr optimale Bedingungen 
fiir den Nachweis einer Anderung der Ionengeschwindigkeit von beiden 
vahrscheinlich vorhanden sein. Zwischen der Hexosemonophosphor- 
siure einerseits und den beiden tibrigen Komponenten andererseits 
laBt sich eine solche ,,Aquivalenz nicht finden. Darum wurde 
die Ionenbeweglichkeit der Hexosemonephosphorsaéure bei physiolo- 
gischem py fiir sich bestimmt und weiter die Wanderung des 
Co-Ferments, des Zwischenferments und beider zusammen in einer 
Hexosemonophosphorsaure-Pufferlésung studiert. Das Hexosemono- 
phosphat wurde in UberschuB8 zur Co-Ferment- und Zwischenferment- 
menge genommen, um das Auftreten einer eventuellen Bindung zu 
fordern. 
Versuch 1. 
Wanderung des Zwischenferments aus Hefe bei py 7.35. 

0,25 g eines Trockenpriparats, das infolge einer etwas abgeadnderten 
Darstellungsmethode schwach sauer reagierte, wurde mit leem m/2 
Na,HPO, und 40cem Wasser versetzt, !/, Stunde geschiittelt und eine 
betrachtliche Menge Ungeléstes abzentrifugiert. Die klare Lésung wurde 
mit Wasser auf 50 ccm verdiinnt. 

pu = 7,35, x» = 1,49. 10-* rez. Ohm. Eine Phosphatpufferlésung 
von demselben px und derselben Leitfahigkeit diente als Seitenfliissigkeit. 

Anfangsgrenzschicht zwischen den Zellen 3 und 4. ¢ 3,600 Sek. 
Stromstirke 5,0 Milliamp. Inhalt der verschiedenen Zellen beim Nach- 
spiilen von 2 auf 4ccm verdiinnt. 

Priifung der Wirkung. 38°. Gasraum Sauerstoff. 

Einsatz: 0,2 cem Kalilauge. 

Co-Fermentlésung: 5 Wirkungseinheiten pro 0,1 ccm. 

Gelbes Ferment: 0,0025 mg, berechnet als Photoderivat pro 0,25 ccm, 
bei ¢ 0 aus der Birne. Erste Ablesung nach 5 Minuten. 





Fliissigkeit aus der Zelle: 


Stammliésung, 
unverdiinnt 


+1 | +2] +8 4 5 6 

0,3 mol. hexosemonophos- 

phorsaures Kalium . . 0,2 | 0,2 O02 | 02 | 0,2 02 02 0,2 cem 
Co-Fermentlisung. . . . 01 | 0,1 | 0,1 | 01 ' O01 OJ O1 OL 
Wasser ......../2,4 | 24 | 24 | 24 | 2,4 | 2,4 | 2,65; 2,78 
Zellenflissigkeit bzw. 

Stammlésung. .. . 05 | 0,5 | 05 | 05 | 0,5 ; 0,5 | 0,25) 0,125 , 
Gelbes Ferment .. . 0,25 | 0.25; 0,25; 0,25; 0,25; 0,25), 0,25 | 0,25 , 


emm Og nach 10 Min. ab- 

sorbiert ....... || 3,8 | 10,8; 28,8) 4,7 | 26,4/ 32,1) 31,9) 17,6 
%1, Zwischenferment, gra- 

phisch bestimmt ... > 5 28 88 (10 (79 100 § 100 50 
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Anodisch : 
Wanderung nach der Anodenseite: 0,05 + 0,28 +- 0,88 = 1,21 cm 
Wanderung von der Kathodenseite: 3 — (0,10 + 0,79 + 1) = 1,11 ,. 


Mittelwert: 1,16 em 


; . 1,16.2.1,49 qem 
) aweolie a ’ - - 9 sg et 
Ionenbeweglichkeit, 1 5,0 . 3,600 19,2. 10 Volt Sek. 


Versuch 2. 
Co-Ferment + Zwischenferment bei physiologischem pu. 


Kine Zwischenfermentlésung wurde so wie in Versuch | bereitet. AuBer- 
dem wurde 1 mg (= 50 Wirkungseinheiten) von einem Co-Fermentpraparat 


(Co 50) zugesetzt. PH 1,04, « 1,49 . 107-8 rez. Ohm. Die Lésung 
enthielt vom Zwischenferment 2 Einheiten pro cem. Eine Zwischen- 
fermenteinheit = die Menge, die bei 38° in Sauerstoff mit 0,02 mg von 


Standardpraparat Co 50 (= 1 Einheit), 0,0025mg_ gelbes Ferment, als 
Photoderivat berechnet, und UberschuB von Hexosemonophosphorsiure 
eine O,-Absorption von 30cmm in 10 Minuten gibt. 

Seitenfliissigkeit: Phosphatpufferldsung vom selben py und von 
derselben Leitfahigkeit. ¢ = 3,600 Sek. Stromstarke 5,0 Milliamp. 

Die Priifung muBte jetzt sowohl auf Co-Ferment als auch auf 
Zwischenferment erstreckt werden. Dies laBt sich leicht durchfiihren, 
wenn man das eine Mal einen Uberschu8 von Zwischenferment, das 
andere Mal einen UberschuB von Co-Ferment zugibt. In jenem Falle 
bestimmt die anwesende Co-Fermentmenge, in diesem Falle die an- 
wesende Zwischenfermentmenge, die Reaktionsgeschwindigkeit. 

Priifung auf Co-Ferment. 38°. Gasraum Sauerstoff. Zwischenferment- 
lésung: 1 cem 5,6 Einheiten. 





Fliissigkeit aus der Zelle: Stammldsung, 
+] +9 +3 os i 5 6 unverdiinnt 


0,3 mol., hexosemonophos- 


phorsaures Kalium . . | 0,2, 0,2 | 0,2; 0,2 , 0,2 | 0,2 0,2 0,2 cem 
Zellentlissigkeit bzw. 

Stammloésung. .... 2 2 2 2 2 2 1 OS +» 
NOME Soo se Re - —_ —_- — —- — 1 2 ae 
Zwischentermentlésung . 1 1 1 1 1 1 1 1 ; 
Gelbes Ferment .... 0,25 0,25 0,25) 0.25 0,25 0,25 0,25 0,25 
emm QO, in 10 Min. ab- 

sorbiert ...... . || 838 |29,6 | 37,2 | 4,3 | 19,4 | 82,2) 81,8 | 22,0 
°/) Co-Ferment, graphisch 

Retin a TO OT Per 8 44 80 =: 100 50 

Wanderung nach der Anode: 1,70 cm 


Wanderung von der Kathode: 1,68 ,, 
Mittelwert: 1,69 cm 
v = 28,0.10-° qem/Volt . Sek. 


In einer der vorhergehenden Arbeiten wurde die Ionen- 
beweglichkeit des Co-Ferments bei verschiedenen Wasserstoffionen- 
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konzentrationen bestimmt. Wenn die zweite, scheinbare Dissoziations- 
konstante = 10—®"4 ist, berechnet sich der Wert fiir v bei py 7,34 zu 
26,4. 10-%. Der Unterschied zwischen 26,4 und 28,0 liegt wohl innerhalb 
der Fehlergrenzen der Methode. 


Priifung auf Zwischenferment: so wie in Versuch 1. 





Stammlisung, 
unverdiinnt 


Fliissigkeit aus der Zelle: 


+1 +2 +3 4 5 6 


0,3 mol. hexosemonophos- 

phorsaures Kalium .. 0,2 0,2 02 02 O02 O02 O02 0,2 cem 
Co-Fermentlisung ... OO, O11 O0 O10 | OL OV 0,1 0,1 
Wasser URE ; 1,9 1,9 1.9 1.9 1,9 1.9 2.4 2.65 . 
Zellentliissigkeit baw. 

Stammlésung. .... 1 1 1 1 1 1 0,5 0,25 , 
Gelbes Ferment .... 0.25 025 0,25 0.25) 0,25 025 025 025 
emm Og, in 10 Min. ab- 

sorbiert .......41,9 | 19,0 |549 | 43 | 53,0 | 59.0 || 59.7 88.2 
%/) Zwischenferment, gra- 

phisch bestimmt .. . 2 28 90 6 86 98 100 50 

Wanderung nach der Anode: 1,20 em 


Wanderung von der Kathode: 1,10 
Mittelwert: 1,15 em 


v 19,0. 10-® qem/Volt . Sek. 


Dieser Wert ist fast genau derselbe wie in Versuch 1. Aus dem 
Versuch 2 geht hervor, daB bei der Zusammenmischung von Co-Kerment 
und Zwischenferment bei physiologischem py keine in dieser Weise nach- 
weisbare Verbindung zwischen den beiden auftritt. Doch mu immer 
noch die Moéglichkeit zugegeben werden, daB sich Co-Ferment und 
Zwischenferment zu einem kleinen Teil miteinander reversibel ver- 
binden kénnten. 

Versuch 3. 

Wanderung der Hexosemonophosphorsdure bei physiologischem py. 

Da es erwiinscht war, mdéglichst kleine Mengen Hexosemonophos- 
phorséure zu nehmen, damit sie auf die Leitfahigkeit der Pufferlésung 
nicht einwirken sollte, war es am besten, die Bestimmungen der ,,Mono- 
saure*‘ in den Zellenfliissigkeiten manometrisch vorzunehmen mit einem 
UberschuB der drei Fermente bei 38° und Sauerstoff im Gasraum. Die 
Sauerstoffaufnahme war unter diesen Umstanden nach héchstens 60, 
meistens schon nach 20 Minuten zu Ende. Kontrollversuche zeigten, daB 
die aufgenommene Sauerstoffmenge der zugesetzten .,Monosaiure‘'-Menge 
proportional war. 

Versuchslésung. 0,5 cem etwa 0,3 mol. ,,Monosaure’’-Lésung + 3 ccm 
Wasser + 46,5 cem Pu/fferlésung: Na,HPO, 0,04 mol., KH,PO, 0,01 mol. 

pu = 7,43, H = 6,16.10-% rez. Ohm in Versuchs- und Pufferlésung. 

Die Zellen mit den Anhangen: Nr. 3 und 4. 

t = 5,400 Sek. Stromstirke 9,8 Milliam p. 
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Die Fliissigkeiten in den Zellen waren wie gewéhnlich durch das Aus- 
spiilen doppelt verdiinnt. Davon zu jeder Bestimmung 2ccm. Von der 
Stammlésung 1 cem + l1eem Wasser. Uberall 1 cem Zwischenferment, 
0,25 cem gelbes Ferment (= 0,0025 mg Photoderivat) und 0,10 cem Co- 
Ferment (= 0,10 mg = etwa 5 Wirkungseinheiten), bei ¢ = 0 aus der 
Birne. Nach 20 Minuten war die Sauerstoffaufnahme zu Ende. 








Zelle abeorblett Zelle danadle 
+2 0 —4 7,4 
+3 25,8 —5 34,4 
+4 34,4 —6 33,2 
—3 0 Stammlvsung 34,3 
Wand ogee oe ee 
anderung nach der Anode: 343 75 em. 
Wandert V ler Kathode: | tA 0,78 
B 10 ode: —_ a, ’ n 
anderung von der Kathode 343 : 
Mittelwert: OFT. 
0,77 .2.6,16 o i qem 
bcd eRe fh 8. ee eee 
; 5,400. 9, BD 0 ake 


Versuch 4. 

Die Wanderung des Co-Ferments in Hexosemonophosphorsdurepuffer. 

Versuchslésung. 10 mg Co-Ferment 243 (1 Einheit in 0,01 mg) + 0,25 g 
Glucose wurden in 50 cem Phosphatpuffer: 16 cem m/2 Na,HPO, 
+4eem m/2 KH,PO, + licem 0,3 mol. hexosemonophosphorsaures 
Kalium + 965 ccm Wasser gelist. Das pu der Versuchslésung = 7,36, 
x = 2,18.10-% rez. Ohm. Der Rest der Pufferlésung wurde durch Zugabe 
von etwas KH, PO, auf py 7,36 eingestellt und auf x = 2,18 . 10~* verdiinnt. 
t = 3,6 Sek. Stromstarke 6,0 Milliamp. 

Priifung auf Co-Ferment wie im Versuch 2. 





Fliissigkeit aus der Zelle: Stammlisung, 


1] 42 13 a 5 a unverdiinnt 





0,3 mol. hexosemono- 
phosphorsaures Kalium 0,2 0,2 0,2 0,2 02 02 0,2 0.2 cem 
Zellentlissigkeit bzw. 

Stammlésung . . . 0,075) 0,075 0,075 0,075 0,075.0,075 0,0375 0,0188 , 


Waseer ..... . . |/1,92 | 1,92 | 1,92 | 1,92 | 1,92 }1,92 1,96 |1,98 , 
Zwischenfermentlésung 1 1 1 1 1 il 1 1 “ 
Gelbes Ferment .. . 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25 (0,25 , 


emm QO, in 10 Min. ab- 


sorbiert. ..... 2,5 109 | 308. 44 ) 394 45,0 438 22,0 
Wanderung nach der Anode: (2,5 + 10,9 + 30,8): 43,8 = 1,01 em 
Wanderung von der Kathode: 2 (4,4 + 39,4): 43,8 = 300° =», 

Mittelwert : 1,01 cm 
v = 20,3.10~° qem/Voit . Sek. 
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Statt v = 28,0. 10-5 (oder 26,4. 10-5) erhielt ich also bei Gegen- 
wart von Hexosemonophosphorsaure den Wert v = 20,3. 10-5. Dieser 
Unterschied liegt wohl auBerhalb der Fehlergrenzen der Methode. 
Das Resultat scheint mir zu zeigen, dab zwischen Co-Ferment und 
Hexosemonophosphorsdure eine direkte Verbindung zustande kommt, 
auch in Abwesenheit der iibrigen Komponenten des _ sauerstoff- 
absorbierenden Systems. 

Versuch 5. 
Die Wanderung des Zwischenferments in Hexosemonophosphorsdurepusfer. 

Es wurde diesmal eine kleine Anderung der Technik vorgenommen, 
um die wertvolle Hexosemonophosphorséure zu sparen. Drei Fliissigkeiten 
wurden prapariert. 

a) Die Versuchslésung. Zwischenferment + Hexosemonophosphat 
+ Phosphat. Diese Lésung kam in das U-férmige Bodenstiick und in die 
Zellen 4 bis 6. 

b) Eine Zwischenfliissigkeit. Hexosemonophosphat + Phosphat. Diese 
Lésung wurde in die Zellen 1 bis 3 eingefiillt und die oberste Hartgummi- 
scheibe geschlossen. 

c) Eine Phosphatpufferlésung fiir die ElektrodengefaBe. 

Die Lésung a) wurde zuerst bereitet so wie im Versuch 1; auBerdem 
wurde jetzt 0,75cem 0,3 mol. hexosemonophosphorsaures Kalium = zu- 
gegeben. pu = 7,32, H 2,26. 107% rez. Ohm. 

Dann wurden 15 cem b) so bereitet, daB pu, x und Hexosemono- 
phosphorséurekonzentration dieselben wie in a) waren. Zuletzt wurde die 
Lésung ¢) mit denselben py- und x-Werten hergestellt. 

Nachdem der Apparat im Thermostaten 1 Stunde gestanden hatte, 
wurde zuerst die oberste Hartgummischeibe so gedreht, daB sich c) iiber b) 
schichtete. Sinige Minuten spater wurde die Scheibe zwischen den 
Zellen 3 und 4 in der gleichen Weise gedreht und die Spannung wie ge- 





Flissigkeit aus der Zelle: Stammlisung, 


Ld 19 13 kf 5 6 unverdiinnt 


0,3 mol. hexosemono- 


phosphorsaures Kalium 0,2 0,2 | 0,2 0,2 0,2 | 0,2 0,2 | 0,2 cem 
Co-Fermentlésung. .. 0,1 O00 | O1 O O10 | O 0,1 0,1 e 
Wamer ...... . 2,4 | 24 | 24 | 24 | 24 | 24 2.65 | 2,78 
Zellenfliissigkeit bzw. 

Stammlosung. .. . | 0,5 0,5 | 0,5 | 0,5 | 0,5 | 0,5 0,25 | 0,125 , 
Gelbes Ferment. . . . 0,25 0,25] 0,25 0,25 0,25/ 0,25 0,25 | 0,25 , 
emm QO, in 10 Min. ab- 

rt 0 0 254 12,7 348 36, 36,0 19,9 
o|, Zwischenferment, 

graphisch bestimmt . 0 0 66 32 |96 101 100 50 


Wanderung nach der Anode: 0,66 em 
Wanderung von der Kathode: 0,72 


Mittelwert: 0,69 em 
v = 14,4. 10-° qem/Volt. Sek. 
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wohnlich angelegt. In dieser Weise wurde 93°, der Hexosemonophos- 
phorsaure gespart, und das Ziel wurde doch erreicht, daB das Ferment 
die ganze Zeit in einer konstanten Hexosemonophosphorsiurekonzentration 
wanderte. ¢ = 3,600 Sek. Stromstarke 6,0 Milliamp. 

Priifung der Wirkung wie in Versuch 1. 

Der gefundene Wert ist auBerhalb der Fehlergrenzen kleiner als 
die beiden in Abwesenheit von Hexosemonophosphorsaure gefundenen 
19,2 und 19,0. 10-5. Es gilt also fiir das Zwischenferment dasselbe wie 
fiir das Co-Ferment: es scheint mit der Hexosemonophosphorsdure 
auch in Abwesenheit der iibrigen Fermente irgendwie zu reagieren. 

Es wurde nun der Versuch gemacht, die gleichzeitige Wanderung 
von Co-Ferment und Zwischenferment in einer Hexosemonophosphat- 
haltigen Pufferlosung zu bestimmen. Dabei zeigte sich unerwarteter- 
weise, da das Co-Ferment in dieser Mischung zum gréBten Teil inakti- 
viert wurde. Worauf diese Erscheinung beruht, laBt sich nicht sicher 
sagen. Wahrscheinlich wird das Co-Ferment durch verunreinigende 
Fermente (Phosphatasen) aus dem Zwischenferment gespalten. 

Das Zwischenferment blieb dagegen unverandert aktiv und gab 
einen noch etwas niedrigeren Wert fiir die Ionenbeweglichkeit, 
v = 12,5. 10-5 qem/sec . Volt. 

Zusammenfassend laBt sich also folgendes sagen: 

Das Atmungs-Co-Ferment scheint ebenso wie das Zwischenferment 
direkt mit dem Substrat, der Hexosemonophosphorsaure, zu reagieren. 
In einer Mischung von Co-Ferment und Zwischenferment wanderten 
die beiden Komponenten unabhangig voneinander, woraus man schlieBen 
kann, daB sie sich entweder gar nicht oder nur zum kleinen Teil mit- 
einander verbinden. 

Die hier vorliegende Untersuchung scheint dem Verfasser von 
methodischem Interesse fiir die Fermentchemie zu sein. In dem hier 
behandelten Fermentsystem sind die Komponenten bei dem physio- 
logischen py alle negativ geladen und wandern also anodisch. Es ist 
von den Verbindungen zwischen den Komponenten somit nichts anderes 
zu erwarten, als daB auch sie negativ geladen sind. Unter solchen Um- 
stinden kann man offenbar nur mit genauen, quantitativen Bestim- 
mungsmethoden der lIonenbeweglichkeit eventuelle Verbindungen 
zwischen den Komponenten nachweisen oder ausschlieBen. 

Die vorliegende Arbeit wurde durch ein Stipendium der Rocke- 
feller Foundation erméglicht. 
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Uber die Wirkungsgruppe des gelben Ferments. 


Von 
Hugo Theorell. 
(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut der Zellphysiologie, Berlin-Dahlem.) 


(Eingegangen am 20. November 1954.) 


In dieser Zeitschrift! berichtete der Verfasser iiber die Rein- 
darstellung und die reversible Spaltung des gelben Atmungsfermentes 
in EiweiBkomponente und gelbe Wirkungsgruppe. 

Ersetzt man bei dem Reversionsversuch die gelbe Wirkungsgruppe 
des Ferments durch Lactoflavin — das ich der Freundlichkeit von 
Herrn P. Karrer verdanke —, so bildet sich kein gelbes Ferment. Es 
folgte daraus, da die Wirkungsgruppe des Ferments nicht das Kuhn- 
sche Lactoflavin ist (obwohl bekanntlich Wirkungsgruppe und Lacto- 
flavin dasselbe Spektrum haben und beide bei der Belichtung in 
alkalischer Lésung denselben Farbstoff C,,H,,N,O, geben). 

Vermischt man eine wasserige Lésung des reinen gelben Ferments 
mit dem dreifachen Volumen Methanol, so geht der gelbe Farbstoff in 
Lésung, wahrend die EiweiBkomponente im wesentlichen (denaturiert) 
ausfallt. Ich habe auf Anregung von Herrn Warburg untersucht, ob 
der so gewonnene gelbe Farbstoff Phosphor enthalt. Wurde die Farbstoff- 
menge lichtelektrisch und der Phosphor, nach Briggs, in der veraschten 
Léf&ung bestimmt, so wurde 1 Atom Phosphor auf 1 Mol. Farbstoff ge- 
funden, z. B. 

Prap. I 196 y Farbstoff 17 y P (1,06 Mol. P, Mol. Farbstoff), 
II 120 y os ll y P (1,1 Mol. P/ Mol. Farbstoff). 


Die EiweiBkomponente dagegen ist phosphorfrei. 

Es zeigte sich weiter bei Kataphoreseversuchen (py 7,2), daB 
die freie Wirkungsgruppe des Ferments stark anodisch wanderte, und 
zwar mit der Geschwindigkeit, die von einem Mono-Phosphorsdureester 
von dieser Molekulargr6éBe zu erwarten war (v = 16. 10-5 cm?/Sek. Volt). 
Das Lactoflavin zeigte bei demselben py keine nachweisbare Wanderung. 

Die Wirkungsgruppe des gelben Ferments ist also wahrscheinlich ein 
Phosphorsdureester, ein ,.Nuclotid“, in dem die Purinbase durch Karrers? 
Dimethylallorazin ersetzt ist. 


! H. Theorell, diese Zeitschr. 272, 155, 1934. 2 P. Karrer, H. Salomen, 
K. Schépp, E. Schlitiler u. H. Fritzsche, Helv. chim. Acta XVII, 1010, 
1934. 








Uber die Abspaltung von Arginin aus dem Eiweifbverband 
durch Fermente. 


Von 
Fritz Lieben und Herta Lieber. 
(Aus dem Institut fiir medizinische Chemie der Universitat Wien.) 


(Eingegangen am 19. Oktober 1934.) 


Um sich tiber die Lagerung der einzelnen Aminosauren in der Eiweib- 
molekel zu orientieren, kann man unter anderen Methoden die mehr 
oder minder leichte Abspaltbarkeit derselben aus dem EiweiBverband 
durch verschiedene Arten von abbauenden Eingriffen studieren. Den 
physiologischen Verhaltnissen entsprechen hier am_ besten Abbau- 
versuche durch die Fermente des Magen- und Darmtrakts. 

In der vorliegenden Untersuchung wurde lediglich die Abtrennung 
von Arginin aus den Proteinen Casein und Gelatine usw. studiert. 


Nach den klassischen Untersuchungen von Kahne und seiner Schule 
wurde der darin aufgestellte Begriff des gegen Trypsin resistenten ,,Anti- 
peptons*’ besonders durch Kossel! einer Kritik unterzogen; das ,,Fibrin- 
antipepton’ z. B. wurde als Gemenge heterogener Stoffe, unter denen die 
Hexonbasen reichlich vorkommen, charakterisiert. Bei einer Reinigung 
desselben Peptons konnte eine weitere Anreicherung der drei Hexonbasen 
(besonders des Arginins) wahrgenommen werden (Kutscher*). Im Casein 
wurde bei Pepsin- und nachfolgender Trypsinverdauung durch PWS..- 
Fallung aus der Verdauungsfliissigkeit ein Niederschlag gewonnen, ‘aus 
dem die Hexonbasen dargestellt wurden (Bisegger und Stegmann*). 

Auf diese qualitativen Befunde folgten quantitative Untersuchungen, 
vor allem die auf Jansens 4 Arginasenmethode aufgebaute Bestimmungsart 
von Bonot und Cahn *, die den gebildeten Harnstoff mit Xanthydrol (nach 
Fosse) ausfallen, und die den Harnstoff (gleich Jansen) mit Urease spaltende 
Arbeitsmethode von Hunter®, die dieser zu einer verlaBlichen Bestimmungs- 
methode ausgearbeitet hat. Eine weitere Methode, die das freie Arginin 
mit Flaviansiure (l-Naphthol-2, 4-dinitro-7-sulfonséure) ausfallt, stammt 
bekanntlich von Kossel und Grof?. Den Schwierigkeiten, auf die diese 
Methode bei Organen und Verdauungsgemischen st6Bt, suchten Firth und 
Deutschberger® durch Einschaltung einer Fallung mit PWS. vor der Flavian- 
sdurefillung zu begegnen. 


' 4. Kossel u. A. Mathews, Zeitschr. f. physiol. Chem. 25, 190, 1898. 


2 F. Kutscher, ebenda 25, 201, 1898; 26, 110, 1898. 3 W. bisegger u. 
L. Stegmann, ebenda 58, 147, 1908. 1 B.C. P. Jansen, Chem. Weekblad 
14, 125, zit. nach Chem. Centralbl. 1917, I, 193. > 4. Bonot u. Th. Cahn, 
Bull. soc. chem. biol. 9, 1001, 1927. 8 4. Hunter u. A. Dauphinee, J. of 
biol. Chem. 85, 627, 1929: A. Hunter, Abderhaldens Biol. Arb.-Method. 
Abt. 4, Teil 1 (H. 6), S. 1097. 7 4. Kossel u. R. Grop, Zeitschr. f. 
physiol. Chem. 135, 167, 1924. 8 0. Fiirth u. O. Deutschberger, diese 


Zeitschr. 186, 139, 1927. 
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Die vorliegende Studie, deren Verdffentlichung sich aus auBeren 
Griinden verzégert hat, war schon im Gange, als eine weitere Arbeit 
von Dauphinee und Hunter! zu unserer Kenntnis gelangte, in der die 
Freisetzung von Arginin aus Proteinen durch Trypsinverdauung unter- 
sucht wurde. Mit ihrer kombinierten Arginase-Ureasebehandlung 
erhielten die Autoren — ohne weitere Ausfallung oder Pufferung 
eine sehr hohe, rasche und regelmaBige Abspaltung (bei Casein nach 
1 Stunde 40% des Gesamtarginins, nach 9 Stunden 64°,; die Los- 
trennung geht aber nicht iiber 85°, hinaus). Die Autoren diskutieren 
die Moglichkeit, daB in Peptidform gebundenes Arginin mitgespalten 
bzw. bestimmt werden kénne: ein gelegentlicher Vergleich der 
Resultate mit solchen bei Flaviansiurefaillung ergab, da diese 
Werte hinter den mit der Arginasenmethode gewonnenen deutlich 
zuriickblieben. Wir erstreckten unsere Versuche auf die Fermente 
Pepsin-Trypsin und Papain. 


I. Methodik. 


Der EiweiBkérper wird bei dem durch Zusatz des geeigneten Puffer- 
gemisches hergestellten py-Optimum fiir das betreffende Ferment unter 
Toluol bei 37° im Brutschrank angesetzt. Nach einer bestimmten Zeit wird 
ein aliquoter Teil des Verdauungsgemisches entnommen und die hdéher- 
molekularen Peptide durch eine wasserige 20% ige Lésung von Sulfosalic yl- 
sdure ausgefallt. Im Filtrat wird das Arginin bestimmt, wobei bei unserem 
Vorgang die Sulfosalicylsiure nicht entfernt zu werden braucht. Die Sulfo- 
salicylsiurelésung fallt frees Arginin nicht aus. Das Filtrat wird mit 2,5n 
Na,CO,-Lésung neutralisiert und durch Glykokoll-NaOH-Puffer auf das 
pu-Optimum fiir Arginase von 9,71 gebracht. Nun erfolgt Zusatz von Argi- 
nase, die nach Edlbacher und Réthler? aus Kalbsleber bereitet worden war. 
Die Zugabe der Argininlésung erfolgte zuerst in drei Portionen zu 10 cem 
in Zeitabstanden von je 24 Stunden; spater 30 cem auf einmal, bei einer 
Verweildauer des Ansatzes im Brutschrank (37°) von 72 baw. spater nur 24 bis 
48 Stunden. Das Gemisch wird dann mit Essigsiure angesduert, wodurch 
die Arginase inaktiviert wird, und im Vakuum bei 60° zur Trockne gedampft ; 
der Riickstand wird mit 70°,iger Essigsiure aufgenommen, filtriert und 
mit einer 10° igen Lésung von Xanthydrol (Schuchardt) in Methylalkohol 
gefallt. Um festzustellen, ob es sich wirklich um reinen Dixanthylharnstoff 
handelt, wurde in einigen Versuchen das Gemisch nach .W/drner und Sjéquist® 
mit einem Alkohol-Athergemisch (2:1) extrahiert und die Fallung nach 
Entfernung des Alkohol-Athers in essigsaurer Lésung ausgefiihrt; dabei 
wurden dieselben Werte erhalten, wie mit Kontrollen nach dem = vorhin 
geschilderten Verfahren. 


Bei dieser Versuchsanordnung sollte das freie Arginin bestimmt 
werden, doch stieBen wir dabei auf grobe Schwierigkeiten und Unregel- 


' A. Dauphinee u. A. Hunter, Biochem. J. 24, 1128, 1930. 2S. Edl- 
bacher u. H. Réthler, Zeitschr. f. physiol. Chem. 148, 264, 1925. eee, 


Ed. Spaeth, Chem. u. mikrosk. Unters. d. Harns, 3. Aufl., 1908, S. 172ff. 
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maBigkeiten in den Resultaten; zumal bei den Ansaitzen Pepsin —Casein 
wurden groBe Niederschlagsmengen ausgefallt, die offenbar mit dem 
abgespaltenen Arginin tiberhaupt nichts zu tun hatten. Wir verzichteten 
somit zunachst auf die Messung des freien Anteils und bestimmten 
die Argininmenge, die sich im ganzen in den durch die Sulfosalicylsiure 
nicht ausgefillten Peptiden befindet. Zu diesem Zweck wird das Sulfo- 
salicylsdurefiltrat durch 20°,ige HCl hydrolysiert, das Hydrolysat 
durch Einengen von der Salzsiéure tunlichst befreit, durch Kochen 
mit Tierkohle entfairbt, nach nochmaligem Eindampfen zur Trockne 
mit 2,5n Na,CO, aufgenommen und dann wie oben mit Arginase 
angesetzt. Der Dixanthylharnstoff scheidet sich allmahlich ab; der 
Niederschlag stand meist tiber Nacht und wird mit gesattigter Di- 
xanthylharnstofflésung in Methylalkohol gewaschen. 


Mit der Flaviansiuremethode Kossels war es uns im nichthydroly- 
sierten Filtrat der Sulfosalicylsiurefaillung gleichfalls nicht mdéglich, 
zu einer Ausfallung des reinen Arginins zu gelangen. Auch wenn eine 
Zwischenfillung mit PWS. eingeschaltet wurde, gelang die Fallung 
nicht. Bei Zusatz von 10°, wasseriger Lésung der Flaviansaure fiel 
wohl ein gelber Niederschlag aus, doch léste er sich beim Nachwaschen 
wieder auf, war also keinesfalls Argininflavianat. Dagegen kamen wir 
wieder nach Hydrolyse des Filtrats zum Ziel, wobei nach Fiirth und 
Deutschberger (|. c.) die Fallung der Hexonbasen mit PWS. eingeschaltet 
wurde. Aus dem Niederschlag wurde dann die PWS. nach van Slyke! 
unter Anwendung konz. Salzsiure und Ausschiitteln mit Amylaikohol- 
Ather (1:1) entfernt. Die schlieBliche Fallung steht drei Tage und wird 
im Sintertiegel gewogen. Im nichthydrolysierten Sulfosalizylsaurefiltrat 
wurde ferner der freie Amino-N nach Sérensen bestimmt, um die Ar- 
gininabspaltung bzw. das Auftreten des Arginins in niedermolekularen 
Peptiden mit dem Desintegrationsverlauf des Proteins tiberhaupt 
vergleichen zu kénnen. SchlieBlich wurde eine kolorimetrische Be- 
stimmung des Arginins nach der — etwas modifizierten — Methode 
von K. Lang? versucht. 


II. Versuche mit Pepsin. 


Es wurden z. B. 15 ¢ Casein (Hammarsten) mit 300 cem Weinsaure- 
puffer (nach Michaelis, py 1,9) und 2 g Pepsin (pulv. solub. Merck) versetzt. 
Dieser Ansatz, mit Toluol iiberschichtet, kam bei 37° in den Brutofen. 
Bei Gelatineansatzen war das py 2,4. Aus diesen Ansatzen wurden in 
bestimmten Zeitabsténden Proben entnommen und der hochmolekulare 
Anteil mit Sulfosalicylsiure (20°) gefallt usw. 


1 DP. D. van Slyke, Abderhaldens Biol. Arbeitsmeth. Abt. I, Teil 7, 
S. 53ff. — * K. Lang, Zeitschr. f. physiol. Chem. 208, 273, 1932. 
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Wir hatten folgende Resultate: 


Tabelle I. 








Dauer Arginin im Filtrat nach Amite tu 6 
Verdauung der —— in * o des des Gesamt-N_ 
Nr. | Eiweifkirper im — siebolomanitcts. ese nach Sérensen 
Brutofen yse ; "he orf im unhydroly- 
Arginasen- Flavians&ure- ; on Wabeee 
Std. methode methode sierten Filtrat 
1 Casein 5 ‘Tage 20 31,5 29,2 3,0 
2 is o-% 20 40.8 37,0 3,4 
e 3 ee 20 55,9 53,7 4.3 
e ws 20 57,8 54,6 5.4 
3 ‘ & ,. 20 48,2 44.5 | 
. Le 20 53,2 47,7 8—5 
“oe 20 55,0 518 
4 Gelatine (ae 24 42.6 5,7 
14, 24 43,1 - 5,4 
5 - |. Saar 20 - 75,8 2,2 
me  _ 20 75,9 2.4 
. -. 20 — 79.0 3,1 
6 me 5 Std. 24 75,4 
Pe 1 Tag 24 72.8 65.4 _ 
e 4 Tage 24 73,8 63.9 . 
% ete 24 71,9 63.0 _ 


* Gesamtarginin im Casein 4°/9, in der Gelatine 8 °/o. 


Die Werte nach der Arginasenmethode sind durchweg etwas héher 
als nach der Flaviansiuremethode, wofiir wir eine Ursache nicht sicher 
angeben kénnen (siehe unten): die Werte steigen mit dem Fortgang 
der Verdauung an. Der ohne Hydrolyse, also fiir freies Arginin sofort 
erhaltene Niederschlag mit Xanthydrol zeigt einen zu niedrigen N-Wert 
nach Kjeldahl, so daB also hier, wie iibrigens bei Verwendung von 
Pepsin zu erwarten, nicht reiner Dixanthylharnstoff, sondern woh! 
ein Gemisch desselben mit Peptiden ausgefallen war. 


Til. Versuche mit Trypsin. 

Es wurden z. B. 20g Casein (Hammarsten) mit 500 ccm Phosphat- 
puffer nach Sérensen (py 7,65) und 2 g Trypsin (Merck) mit Toluol im Brut- 
ofen bei 37° angesetzt. Bei Verwendung von Gelatine als Substrat diente 
derselbe Glykokoll-Natronlaugepuffer (300 bis 400 cem Puffer und 100 cem 
Wasser) wie fiir die Arginasenwirkung, doch auf ein py von 8,58 eingestellt. 

Man sieht, daB das Arginin in den niedermolekularen, bei Zusatz 
von Salicylsaure nicht faillbaren Peptiden in bedeutender Menge vor- 
handen ist, die speziell bei der Gelatine dem allgemeinen Abbau (be- 
urteilt nach dem freien Amino-N) weit vorauseilt. Bemerkenswert 
ist die beim Casein in allen Versuchen mit fortschreitender Dauer der 
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Tabelle II. 





Arginin im Filtrat nach Amino-N in 9/5 
Verdauung Dauer der Hydrolyse des Gesamt-N 
Nr. Eiweifikérper im Hydrolyse |___—____—- ~ nach Sérensen 
Brutofen Arginasen- | Flavianstiure- im unhydroly- 
Std. methode methode sierten Filtrat 
1 Casein 5 Tage 20 -- 34,2 33,0 
.: 20 36,7 30,6 30,0 
x 16, 20 32,0 36,2 47,5 
2 ‘ -_ 20 41,5 52,5 30,0 
- ae 20 42.6 54,9 42,1 
BD A 20 32,9 55,3 41,9 
3 ‘ 5 Std. 5 33,0 — 
e 6 « 5 41,8 - 
A a , 5 59,7 = : 
. 5 Tage 5 42'5 se atid 
oe 5 40,9 _ 
is? 5 39,7 — 
4 Gelatine ee 20 _ 77,5 24,2 
is eee 20 -- 89,0 24,4 
x 1S. -5 20 76,0 25,2 
5 ‘ 16 Std. | 5* 24* 71,4 72,1 
 - 5 24 72,4 74,4 | 
* : be mae 20-5 
2 4Tage |5 24 73,5 75,8 30 
ee 5 24 67,5 73,8 


* Die Proben nach der Arginasenmethode wurden 5Std., die nach der Flaviansdure- 
methode 24 Std. hydrolysiert. 


Verdauung wahrzunehmende Abnahme der Werte nach der Arginasen- 
methode (im Gegensatz zu den Pepsinversuchen). Hierfiir ist vielleicht 
zum Teil eine Resynthese verantwortlich zu machen, die aber nicht 
zu hochmolekularen Produkten fortschreitet, da der Sulfosalicylsaure- 
niederschlag im Verlauf der Verdauung (am N-Wert gemessen) an Menge 
nicht zanimmt. Vor allem aber diirfte fiir die Erscheinung der Abnahme 
die Ruacemisierung maBgebend sein, die offenbar wahrend der Ver- 
dauung im alkalischen Milieu vor sich geht. 

Bei Alkalihydrolyse war von Kossel und Weiss! Racemisierung beob- 
achtet worden: Das aus dem EiweiBverband abgespaltene Arginin war 
zum Teil racemisiert und Felix und Mitarbeiter? konstatierten, da das 
racemische Arginin nur zur Halfte von Arginase angegriffen wird. 

Bei Gelatine ist die Abnahme der Werte weniger stark ausgeprigt. 
Die Flaviansiurewerte zeigen die Erscheinung der Abnahme nicht: 
hier hat die etwaige Racemisierung natiirlich keinen Effekt. 

Dauphinee und Hunter haben nun bei der Trypsinverdauung diese 
Erscheinungen offenbar nicht wahrgenommen: sie erhalten vielmehr, 
ohne auch nur die héhermolekularen Produkte zu entfernen, regelmaBig 


1 A. Kossel u. F. Weiss, Zeitschr. f. physiol. Chem. 59, 492, 1909. 
* K. Felix, H. Miller u. K. Dirr, ebenda 178, 192, 1928. 
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ansteigende Werte fiir das freie Arginin. Auch wir hatten mit Trypsin 
derartige Versuche nach der Methodik von Dauphinee und Hunter 
angestellt, wobei wir allerdings nach Herausnahme der Proben die hoch- 
molekularen Produkte mit Sulfosalicylsaure, ferner den Harnstoff 
spater mit Xanthydrol ausfallten, und verglichen sie mit den Resultaten 
der Autoren selbst. 

Tabelle III. 





Freies Arginin in °/, Freies Arginin (Versuche von 
| jes Gesamtarginins Dauphinee und Hunter) 
Dauer der > I 
Substrat “boty (Methode von Pau- — posieen i 
Verdauung phinee und Hunter). Dauer der Arginin 
Eigene Versuche Verdauung 0), 
Casein 1 Std. 14,8 1 Std. 40,4 
O-% 50,8 a 59.9 
y. oe 75,9 ya 67,7 
9 Tage 70,2 7 Tage 75,7 
is 12 66.9 14. , 79,0 
Gelatine 16 Std. 61,9 9 Std. 59.9 
- a 64,0 -.. 66,1 
- 4 Tage 73,0 3 Tage 71,0 
‘a5 65,7 (or 76,7 


Die erhaltenen Werte sind schon nach kurzer Zeit recht betrachtlich : 
nach 1 Stunde erreichen wir zwar nur etwa ein Drittel der von den 
Autoren erhaltenen Zahlen, dann aber sind unsere Werte mit den ihren 
von gleicher GréBenordnung. Wahrend aber die Zahlenreihe der Autoren 
stindig ansteigt und bei etwa 80°, endigt, finden wir einen deutlichen 
Anstieg bis zu 75°, dann jedoch einen langsamen aber deutlichen 
Abfall. Eine Erklarung kann nicht mit Sicherheit gegeben werden; 
es kann sich wieder um eine Resynthese zu nicht sehr hochmolekularen 
Produkten handeln, auch eine Racemisierung ist wohl nicht auszu- 
schlieBen. Da aber Kossel und Wess (1. ¢.) mit retnem Arginin und 
Ornithin eine Racemisierung nicht beobachten konnten, kann demnach 
dieses Phinomen hier wohl nur eine Verlangsamung des Anstiegs. 
aber nicht einen Abfall der Werte erklaren. Auch wissen wir nicht, 
wieso Dauphinee und Hunter den Abfall nicht beobachteten. Sie be- 
stimmen bekanntlich den Harnstoff nach der Ureasenmethode, wobei 
Blindwerte fiir das zu messende Ammoniak in Rechnung zu setzen sind ; 
hier mag vielleicht eine Quelle der Differenzen von unseren Ergebnissen 
vorliegen. 

IV. Versuche mit Papain. 

Ein Praiparat von Merck (Papayotinum Merck 1: 200) wurde nach 
Willstatter und Grassmann'! mit Blausdiure aktiviert. 

! W.Grassmann, in Oppenheimer, Handb. d. Fermente, 5. Aufl., IIT. 
S. 1013/14, 1929: vel. auch PR. Willstdtter u. W.Grassnann, Zeitschr. f. 
physiol. Chem. 188, 184, 1924. 
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Es wurden z. B. 20g Casein in 300cem Wasser suspendiert, dazu 
50cem Papainblauséure (entsprechend 450mg Papain), 50cem Citrat- 
puffer nach Sdérensen und Toluol zugefiigt; das py ist 5; der Ansatz kommt 
in den Brutschrank. 

Tabelle IV. 





Arginin nach 





Freies Hydrolyse in °/, des 
Verdauung —_- Dauer der = Gesamtarginins Amino-N 
Nr. Eiweiikorper im ase Hydrolyse aay 6== aa in 9 des 
Brutofen | gesamt- Argi- Flavian- || Gesamt-N 
A igi nasen- shure- 
agrees Std. methode methode 
1 Casein 3 Tage 29.0 20 — 61,1 24,3 
ee om 30,7 20 a 66,3 29,9 
. WS eae 32,7 20 - 74,0 28,5 
2 — - 29 - 58,4 20,8 
ie a 20 - 67,3 28,1 
AD! iy - 20 — 65,0 28,7 
3 js 1 Std. 17,9 5 44,7 — 
24 25,7 5 45,0 — | 
5 Tage 26.5 24 o 53,3, 20-30 
i = 30,7 5 55,7 — | 
i i: 3% 37,9 5 74,0 
4 Gelatine : ae 28,8 20 - 78,2 13,2 
or 28,5 20 — 84,4 22,7 
7 48,3 20 _ 84,3 23,5 
5 1 Tag 19,2 5* 24* 66,5 67,6 - 
4 Tage 80,5 5 24 12,7 73,9 _ 
Liiw 36.5 5 24 76,6 78,2 _ 
a os 37,8 5 24 78,2 79,0 _ 
6 Serumalbumin 1 Tag 18,6 20 30,3 31,2 1,7 
. 5 Tage 52.6 20 62,4 62,2 18,8 
m 10 51,9 20 - 74,9 37,6 


* Die Proben nach der Arginasenmethode wurden 5 Std., die nach der Flaviansdure 
methode 24 Std. hydrolysiert. 


Wir sehen hier vor allem eine ziemlich regelmaBig verlaufende 
Abspaltung von freiem Arginin, die dem allgemeinen Abbau (letzte 
Kolonne) ziemlich parallel geht. In diesem sauren Milieu (py 5) findet 
eine Racemisierung nicht statt. 


V. Fehlerquellen. 


In vielen in den Tabellen nicht angefiihrten Versuchen mit der 
Arginase-Xanthydrolmethode waren fiir freies und fiir in niederen 
Peptiden gebundenes Arginin Werte gefunden worden, die hdéher 
waren als dem Gesamtgehalt des in den Proteinen vorhandenen Arginins 
entspricht. Um diesen Befund zu kléren, wurden 1. die Fermente selbst 
auf ihren Arginingehalt untersucht; es wurde jedoch nach Ansatz von 
Pepsin, Trypsin, Papain und Papainblausiure nach Hydrolyse usw. 
mit Arginase stets nur ein ganz geringfiigiger Niederschlag mit Xant- 
hvdrol erzielt, der bei den EiweiBversuchen keine Rolle spielen kann. 
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2. Eine weitere Kontrollversuchsreihe wurde in jeder Beziehung 
in der gleichen Art wie bisher durchgefiihrt, jedoch ohne Arginasen- 
zusatz. Beiden Trypsinversuchen mit Casein und Gelatine wurde niemals 
ein wesentlicher Niederschlag erzielt (der héchste Betrag war 7,6 mg 
,Arginin’ i.e. 4% des Gesamtarginins fiir Casein). Bei Verwendung 
von Papain hingegen wurde mit Casein und Gelatine als Substraten 
im hydrolysierten (Peptid-)Anteil nach 14 Tagen Verdauung (noch nicht 
nach 3 bis 4 Tagen) ein umfangreicher Niederschlag mit Xanthydrol 
erhalten, dessen N-Gehalt und Schmelzpunkt auf Dixanthylharnstoff 
stimmte. Tatsdchlich waren bei Papainversuchen wiederholt mit der 
Arginase viel zu hohe Werte bei langerer Dauer der Verdauung ge- 
funden worden (z. B. 127°, Arginasen- gegeniiber nur 65°, Flavian- 
sdurewert). Dai andere Produkte auber Harnstoff hier gefallt werden, 
erscheint nach obigem unwahrscheinlich (siehe unter 4.). Die Pro- 
venienz dieses Harnstoffs ist allerdings noch unbekannt. 

3. Eine andere Alternative ware, daB andere Aminosiuren auBber 
Arginin unter unseren Versuchsbedingungen Harnstoff liefern. Dies 
ware moglich, ist aber zur Zeit noch nicht bewiesen. O. Loewi! hat bei 
Digestion von Glykokoll mit Leberextrakt eine Quantitaét von in 


Alkohol-Ather léslichem N erhalten, den er jedoch im Gegensatz 
zu alteren Ansichten nicht als Harnstoff ansah. Wir wiederholten 


den Versuch mit Loewis Versuchsanordnung und unserem Arginase- 
Glycerinextrakt: doch ohne mit Xanthydrol eine Fallung zu erhalten. 
Es wird weiterhin zu untersuchen sein, ob, wenn schon nicht andere 
Aminosaure direkt bei der Digestion mit Arginasenextrakten Harnstoff 
liefern, doch vielleicht Produkte entstehen, aus denen bei vorsichtiger 
Spaltung Harnstoff gewonnen werden kann. Der Abbau von Amino- 
siuren mit Hilfe von Gefrierschnitten nach Warburg wurde bekanntlich 
in neuerer Zeit durch die Arbeiten von Krebs? in den Vordergrund 
des Interesses geriickt. 

4. Auf eine weitere Méglichkeit fiir eine Niederschlagsbildung mit 
Xanthydrol ohne Arginasenwirkung scheint eine Arbeit von Wada4 
hinzuweisen; dieser erhielt bei EKiweibhydrolysaten und Verdauungs- 
gemischen einen Niederschlag mit Xanthydrol, den er auf ein ,,Prolysin® 
der Formel 

wi NH—CH—(CH,)s—CHNH, .COOH 
NH—CO 
zuriickfiihrt, das ein neues EiweiBabbauprodukt darstellen soll. Auch 
hier kénnte eine Quelle fiir zw hohe Argininwerte nach der Arginasen- 
methode liegen. 


1 O. Loeuwi, Zeitschr. f. physiol. Chem. 25, 511, 1898. — ? H. A. Krebs 
und Mitarbeiter, Klin. Wochenschr. 11, 757, 1137, 1744, 1932: Zeitschr. f. 
physiol. Chem. 217, 191, 1932. — * MW. Wada, diese Zeitschr. 262, 57, 1933. 
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Wir wandten schlieBlich 5. die obige Versuchsanordnung auch auf 
Desarginoproteine an. Es wurde nach Sakaguchi! Casein mit Natrium- 
hypochloritlésung (6°) bis zum Verschwinden der Farbreaktion von 
Sakaguchi versetzt. Der isolierte und gereinigte Kérper ergab nach der 
Arginasenmethode einen Gehalt von 0,3°% Arginin. Eine mit Trypsin 
zur Verdauung angesetzte Probe liefert nach gewéhnlicher Behandlung 
mit Xanthydrol keine Fallung; ob keine Aminosaéuren auBer Arginin 
unter diesen Versuchsbedingungen mit Xanthydrol Niederschlage 
geben kénnen, ist damit allerdings noch nicht bewiesen, da bei der 
Herstellung des Desarginocaseins, wie wir uns itiberzeugten, auch 
Tyrosin und Tryptophan zerstért worden waren. Wurden zu einem 
Verdauungsgemisch (mit Trypsin oder mit Papainblausaéure) Arginin- 
zusdtze gegeben, so wurde die zugesetzte Menge wiedergefunden: nach 
der Flaviansiuremethode 48 statt 50 mg, nach der Arginasenmethode 
62,5 statt 50 mg, also auch hier ein Fehler nach oben. Uber die Beein- 
flussung der Arginase durch zahlreiche Stoffe, die auch in den vorliegen- 
den Gemischen eine Rolle spielen kénnen, besteht eine reiche Literatur? ; 
wir sind auf diese Fragen nicht eingegangen. 

Bietet demnach die Arginasenmethode eine Reihe schwer entwirr- 
barer Fehlerquellen, so lieB sich nach der Flaviansiuremethode in gut 
iibereinstimmenden Werten ein Ansteigen der Argininabspaltung mit 
der Dauer der Verdauung erkennen. 


VI. Kolorimetrie nach Lang. 


Um die Resultate der Flaviansiuremethode zu stiitzen, zogen wir 
die kolorimetrische Bestimmungsmethode nach Lang (l.c.) heran, 
die auf einer Farbreaktion des Arginins (bzw. der Guanidinderivate) 
mit dem Diketon Acetylbenzoyl beruht. 


Man versetzt z.B. 2cem 0,1 %ige Argininlésung (2 mg) mit 1 ccm 
60 %iger KOH und 0,2 cem 1 %iger Acetylbenzoyllésung (frisch dargestellt) 
und erhitzt das Gemisch eine Viertelstunde in einem siedenden Wasserbad. 
Die Probe wird in Eiswasser gekiihlt, man setzt 1 cem 5 Giger Lésung von 
Hydroxylaminchlorhydrat zu und fiillt im Me®8kélbchen auf 10 cem auf. 
Wir verwendeten stets die gleiche Menge Hydroxylamin (dessen Quantum 
Lang nicht angibt), da wir beobachteten, da die zugesetzte Menge den 
Farbton beeinfluBt. Der Bereich, innerhalb dessen man fast theoretisch 
richtige Werte fiir Arginin findet, liegt zwischen 1,8 und 2,8, héchstens 
3 mg, ist also ein recht enger, was durch Serienversuche ermittelt wurde. 


' Sh. Sakaguchi, J. Biochem. Tokyo 5, 133, 1925. 2? Vel. P. Karrer 
u. F’. Zehender, Helv. Chim. acta 17, 737, 1934; dort auch weitere Literatur. 

33mg Arginin ist im Ansatz mit 2 mg Acetylbenzoyl offenbar zu viel, 
um richtige kolorimetrische Werte zu ergeben. Dies stimmt mit den Er- 
fahrungen von Ff’. Lieben und H. Popper (diese Zeitschr. 173, 455, 1926), 
wonach bei der Kolorimetrie von heterozyklischen Verbindungen mit 
Aldehyden die Proportionalitat der Farbwerte nur dann gut ist, wenn die 
zu messende Komponente im Verhaltnis zur anderen in geringerer Konzen- 
tration vorliegt. 
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Die Farbe geht unter den genannten Grenzwerten ins Braune, oberhalb 
derselben ins stark Violette iiber, wahrend innerhalb der Grenzwerte die 
Farbe weinrot ist. 

Zur kolorimetrischen Bestimmung von Arginin in Verdauungsgemischen 
wird die Fliissigkeit mit HCl 20°, hydrolysiert und die HCl abgedampft. 
Die etwa 0,5 g Eiweif entsprechende Menge wird dann mit gereinigtem 
Kaolin! entfarbt und ein Teil der so behandelten Lésung (etwa 2 bis 2,5 mg 
Arginin entsprechend) wie oben angesetzt und mit einer 2 mg enthaltenden 
Argininlésung (0,1) als Standard verglichen. Probe und Standard miissen 
beim Erhitzen im Wasserbad das gleiche Volumen aufweisen; beide Proben 
werden dann auf 10 cem aufgefiillt und kolorimetriert. Wegen der Eigen- 
farbe des Hydrolysats setzt man nach Kochen und Abkiihlen noch 1 cem 
der Probe dem Standard zu; die Reaktion mit Acetylbenzoyl geht namlich 
in der Kdlte so langsam an, da eine Verstarkung der Farbe innerhalb der 
kurzen Zeit der Operation kaum stattfinden kann, dagegen wird der Farbton 
durch diesen Zusatz besser vergleichbar. Eine Bestimmung in einem Ver- 
dauungsgemisch ohne Hydrolyse erwies sich als unméglich. 


Der Arginingehalt von Casein und Gelatine wurde nach dieser 
Methode zu 3,95 bzw. 8.4% bestimmt, in guter Ubereinstimmung 
mit den Daten in der Literatur. 

Ein Vergleich bei einem Trypsinverdauungsgemisch nach der 
Flavianséure- und der kolorimetrischen Methode ergab: 


Flaviansaure 54,9, kolorimetrisch 53,7 % 
: 55,3, e 52,7 %, 
‘i mit Pepsin 37,0, ‘a 41,5% 
» os ia 53,7, os 56,3 % 
a » Papain-HCN 84,0, ie 82,0 % 
va a a 84,3, oh 85,3 %, 


VII. Zusammenfassung. 


1. Es wird die fermentative Abspaltung von Arginin aus Proteinen 
nach neueren Methoden studiert. Als solche kommt vor allem die von 
Kossel angegebene Fallung des Arginins mit Flaviansaéure in Betracht, 
ferner die Arginasenmethode, bei der der entstehende Harnstoff durch 
Urease als Ammoniak (Jansen) oder als Dixanthylharnstoff (Fosse) 
bestimmt wird. Es wird ferner eine kolorimetrische Methode nach 
Lang herangezogen. 

2. Es wird vorausgesetzt, daB im allgemeinen nur /freves Arginin 
nach der Arginasenmethode bestimmt wird. Das in Verdauungsgemischen 
von Proteinen (hauptsachlich Casein und Gelatine) enthaltene, teils 
freie teils gebundene Arginin wird durch Fallung mit Sulfosalicylsaiure 
in zwei Fraktionen geschieden. 1. Eine hochmolekulare, durch das 
genannte Reagens ausfillbare Fraktion und 2. eine nicht fallbare 
der niederen Peptide, die auch das freie Arginin enthalt. In der letzteren 


' Kaufliches Kaolin wird im Soxhletapparat mit Alkohol wahrend 
24 Stunden extrahiert, filtriert und bei 120° getrocknet. 
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wurde versucht, das freie Arginin allein als Dixanthylharnstoff oder als 
Flavianat zu bestimmen, was beides auf Schwierigkeiten wegen un- 
erklarter UnregelmaBigkeiten in den Befunden stieB. Deshalb wurde 
in der Mehrzahl der Versuche die erwaihnte Fraktion hydrolysiert und 
entweder mit Arginase angesetzt oder — nach eingeschalteter Fallung 
mit PWS. — mit Flaviansadure ausgefallt. Dadurch wird das in der 
niedermolekularen Fraktion 2 enthaltene freie und gebundene Arginin 
erfaBt. Der gleichzeitige Fortgang der Verdauung des Proteins wird 
durch Titration nach Sdrensen kontrolliert. 

3. Es wurde bei Verwendung von Pepsin in der niederen Peptid- 
fraktion 2 bei Casein bis 57%, bei Gelatine bis 79° des Gesamt- 
arginins gefunden. Bei 7'rypsinversuchen war in derselben Fraktion 
beim Casein 32 bis 55°, bei Gelatine 70 bis 80°, vorhanden. Bei lan- 
gerer Dauer der Verdauung im alkalischen Milieu fanden wir stets eine 
bedeutende Abnahme der Werte, was teils mit einer Resynthese, teils 
mit einer Racemisierung wahrend der Verdauung zusammenhangen 
diirfte. Diese Abnahme war von Dauphinee und Hunter nicht beob- 
achtet worden. Mit Papainblausdure wurde an freiem Arginin (ohne 
Hydrolyse) beim Casein bis 38°, bei Gelatine bis 48°, bei Serum- 
albumin bis 52°, des Gesamtarginins gefunden, was der allgemeinen 
Desintegration (nach Sérensen) zuweilen voranging. Das Arginin der 
gesamten Fraktion 2 (freies und in niederen Peptiden gebundenes) 
betrug bei den Papainversuchen beim Casein 74°, bei Gelatine 72°, 
und beim Serumalbumin 74°, des Gesamtarginins. 

4. Es werden die Fehlerquellen, wie z. B. Fallung anderer Sub- 
stanzen auBer Harnstoff durch Xanthydrol oder Entstehung von 
Harnstoff aus anderen Aminosdiuren auBer Arginin, diskutiert. 

5. Die Werte bei Verwendung der Flaviansduremethode zeigen in 
guter Ubereinstimmung ein Ansteigen der Argininwerte (freies Arginin 
bzw. in Fraktion 2) mit der Dauer der Verdauung. 

6. Eine von K. Lang angegebene kolorimetrische Bestimmungs- 
methode fiir Arginin wurde unter gewissen Modifikationen fiir unsere 
Zwecke brauchbar gefunden; sie gibt mit der Flaviansiuremethode 
gut iibereinstimmende Resultate. 











Eine Mikromethode zur Bestimmung des Kaloriengehalts 
von Nihrstoffen. 
Von 
Viktor S. Ivley. 
(Aus dem Physiologischen Laboratorium des Unioninstituts fiir Teich- 
fisehwirtschaft in Moskau.) 
(Eingegangen am 16. Oktober 1934.) 


Mit 1 Abbildung im Text. 


Bei der Bestimmung des Kaloriengehalts von Nahrstoffen kommen 
heute zwei Methoden zur Anwendung: Entweder wird der gegebene 
Stoff in der Berthelotschen Bombe verbrannt oder man_ bestimmt 
analytisch seinen Gehalt an Eiweibstoffen, Fetten und Kohlenhydraten, 
um den Kaloriengehalt durch Multiplikation der erhaltenen Werte 
mit entsprechenden Koeffizienten zu berechnen. 


Als wir beim Studium der Physiologie der Fischernahrung vor die 
Notwendigkeit gestellt waren, den Kaloriengehalt von den Fischen 
als Nahrung dienenden Organismen, die duBerst ungleichartige Mischun- 
gen darstellen und mehrere mg Trockengewicht pro Probe enthalten, 
zu bestimmen, arbeiteten wir eine neue Methodik aus, die, wie uns 
scheint, auch iiber die Grenze der von uns damals bearbeiteten Frage 
hinaus Anwendung finden kann. Unser Ziel war, eine genaue Methode 
zu finden, die Massenbestimmungen bei Anwendung geringer Mengen 
(einige mg) des zu untersuchenden Stoffes gestattete. Als Ausgangs- 
punkt diente uns das Verfahren, den Kaloriengehalt aus der Menge des 
Sauerstoffs zu bestimmen, der vom Organismus aufgenommen wird 

ein in der Physiologie weit verbreitetes Verfahren. Das Wesen 
desselben besteht in folgendem: 


Die Hauptbestandteile der Nahrung, Eiweibstoffe, Fette und 
Kohlenhydrate, sind in verschiedenem Grade oxydiert, weshalb sie bei 
ihrer Verbrennung verschiedene Mengen Sauerstoff verbrauchen und 
dabei auch verschiedene Mengen Warme liefern. Man hat gefunden, 
daB die bei der Verbrennung dieser Stoffe auf eine Gewichtseinheit 
Sauerstoff abgegebenen Warmemengen ziemlich gleich sind, so daB die 
Méglichkeit der Aufstellung eines gemeinsamen Koeffizienten, unab- 
hangig von der Zusammensetzung des zu analysierenden Stoffes, 
besteht. Die entsprechenden Angaben lassen sich folgendermaben 
zusammenfassen : 


Biochemische Zeitschrift Band 275. 4 








50 V.8. Ivlev: 


Tabelle I?. 





Die Sauerstoff- Zahl der Kalorien, 
menge, die beim die beim Zahl der Kalorien, 
Verbrennen von Verbrennen yon 1g berechnet 
lg des gegebenen des gegebenen auf 1g Sauerstoff 
Stoffes verbraucht Stoffes erhalten (oxykalorischer 
wird wird Koeffizient gq) 
g g 
FiweiBstoffe ...... 1,748 5,778 3,305 
eg oe ce pics 2,885 9,461 3,280 
Kohlenhydrate ..... 1,185 4,1825 3,529 


Man sieht, die Ubereinstimmung der g-Werte ist so gut, daB man, 
ohne einen groBen Fehler zu begehen, einen allgemeinen oxykalorischen 
Koeffizienten gebrauchen kann. Ist der dem zu untersuchenden Material 
maximal entsprechende g-Wert gefunden und zudem ein Verfahren 
vorhanden, mit dem man rasch die zum Verbrennen der gegebenen 
Probe erforderliche Sauerstoffmenge bestimmen kann, so kann man 
demnach durch Multiplikation beider Zahlen leicht den Heizwert dieser 
Probe berechnen. Die Wahl des entsprechenden Koeffizienten wurde 
auf Grund der chemischen Zusammensetzung verschiedener Gruppen 
von SiiBwasserorganismen getroffen. 

Die Tabelle II ist auf Grund von Angaben Gengs (13) und teilweise 
Brandts (6) zusammengestellt ; in der Tabelle wurden die Ziffern einer 
gewissen Bearbeitung unterworfen: statt des Prozentsatzes der Eiweib- 
stoffe, Fette und Kohlenhydrate vom gesamten Trockengewicht (die 
Aschebestandteile mit eingeschlossen) ist von uns das Verhialtnis dieser 
Bestandteile, ausgehend von ihrer Summe, berechnet worden, was zur 
Berechnung des entsprechenden q notwendig ist. Ausgehend von den 
auf Tabelle I angefiihrten g-Werten sind von uns sodann die oxy- 
kalorischen Koeffizienten fiir jede Art oder Gruppe von Organismen 
bestimmt worden. 

Aus der Tabelle II geht hervor, daB die g-Werte fast vollstandig 
miteinander iibereinstimmen; der von uns angenommene allgemeine 
Koeffizient betragt 3,380, d. h. entspricht genau dem in der Physiologie 
des Stoffwechsels héherer Tiere angenommenen Koeffizienten von 
4,83 Kalorien pro 1 Liter Og (3,38 Kalorien pro 1 g Oy). 

Zur Bestimmung der zur Oxydation erforderlichen Sauerstoff- 
menge wahlten wir die Methode der ,,feuchten‘* Verbrennung, wobei 


' Der mittlere Kaloriengehalt eines Gramm EiweifB nach Legander (1920). 
Die zur vélligen Oxydation eines Gramm Eiwei8 erforderliche Sauerstoff- 
menge ist auf Grund der durchschnittlichen Zusammensetzung der EiweiB - 
stoffe (C 53%, O 23%, H 7%, N 16 und S 1%) berechnet. Die Ziffern 
fiir Fette und Kohlenhydrate nach M. Levy [zitiert nach Labbe u. Ste- 
venin (25)]. 
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- ‘ . y P ‘ . 
K,Cr,0, im Uberschu8 genommen und die Menge des nicht in 


Reaktion getretenen Bichromats bestimmt wurde!. 


Tabelle LI. 





°/,-Verhaltnis der 





a 
%) vom Trockengewicht Eiweibstoffe, Fette > Bi 
und Kohlenhydrate ae 
— - ie on 
EEN Re ate SN 
—_— Kohlen- Fiweis Kohlen- $= 
Asche | "Oo... | Fette | hy- insee- | Fette! hy- me 
(insge- drate “nsge- drate yz 

samt) samt) = 


Chironomus gregarius. . 8,04 64,07 10,98 18,85 68,28 11,61 20,09 3,347 
Chironomus plumosus. . 12,177 56,60 4,386 26,29 64,89 4,97 30,14 3,371 


Regenwurm. ..... 5,26 | 72,27 8,140 14,09 76,48 861 14,91 3.336 
Gammarus pulex . 29,14 52,48 5,916 12,46 74,07 835 17,58 3,342 


Carinogammarus Roeszli 29,66 50,381 7,72 21,381 63,41 9,73 26,86 3,363 
Asellus aquaticus . 35,52 51,48 4446 856 79.83 6,89 13,27 3,332 
Sphaerium sp... . . . 74,40 12,62 1,075 11,91 42,29 420 46,51 3,408 
Bythinia tentaculata . . 73,40 15,35 0,874 9,99 58,56 3,33 38,11 3,389 
Daphnia puler . . . . 18,25 | 58,04 5,58 13,63 74,17 8,41 17,42 3,342 
Daphnia magna. . . . 33,17 | 44,61 5,15 16,75 57,07 7,74 25,18 3,360 
Leptodora hialina . . . 28,984 46,63 10,91 14,00 65,18 15,25 19.57 3,345 
Plankton (Rotatoria) . . 28,46 | 49,70 | 7,366 14,00 69,96 10,33 19,71 3,341 
> (Copepoda). . | 9,3 | 59,0 | 7, 20,0 68,60 8,14 23,26 3,355 

7 (Peridineae) . | 5,0 | 13,0 | 1, 80,6 13,69 1,47) 84,84 3,494 
(Diatomaceae) 65,3 | 10,7 2, 21,5 30,84 7,20 61,96 3,442 


—_ 


oe 


Die Anwendung der Oxydation durch Bichromat zur quantitativen 
Bestimmung verschiedener Stoffe hat eine recht weite Verbreitung ge- 
funden. Dureh die Arbeiten von Reischauer (32), Blank und Finken- 
beiner (5), Allan und Chettawaj (1), Benedikt und Norris (4), Martin (26), 
Hehner (18) (19) (20), Hansen (17), Dobriner (8), T’dufel und Wagner (48), 
Kolthojf (22), Bang (2) u.a. ist festgestellt worden, daB diese Methode 
fiir quantitative Bestimmungen von Methyl- und Athylalkohol, Glycerin, 
Milch- und Weinsaure, Hydrochinon, fiir die Bestimmung geringster Quanti- 
taten Fett usw. geeignet ist. In der Bodenkunde wird die feuchte Ver- 
brennung durch Bichromat von Schollenberger (34), Vassiliev (49), Deg- 
tirew (7), Schmuck (33) und Komarowa (23) als eine Methode zur sum- 
marischen Bestimmung der organischen Substanz des Bodens vorgeschlagen. 


In einer seiner Arbeiten zeigt Fellenberg (9), daB die uns interessieren- 
den Stoffe, Kohlenhydrate und Fette, in einer sauren K,Cr,O,-Lésung 
vollstandig bis zu Wasser und CO, verbrennen, wahrend die Eiweib- 
stoffe nicht bis zu Ende oxydiert werden. Diesen Verhaltnissen be- 


1 Die Wahl des Bichromats als Oxydator erfolgte aus dem Grunde, 
daB dasselbe zwar im sauren Mittel ein hohes Oxydationspotential besitzt, 
es in gew6hnlichen Verhaltnissen aber nach der Formel Cr{ — Cr” + 1,8 Volt 
reduziert wird | Bassett (3)], wihrend Permanganat eine Reithe von Zwischen- 
stadien mit héherem Potential bildet, was eine schlechte Ubereinstimmung 
paralleler Analysen, besonders bei Verbrennung ungleichartiger Stoffe, 
zur Folge hat [siehe Gedroitz (12)]. 


4* 
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gegneten wir auch bei dem ersten Versuch, die hier beschriebene Methode 
auszuarbeiten [Winberg, Ivlev, Platowa und Rossolimo (50)]. 

Eine Reihe von Autoren hat mehrere Stoffe vorgeschlagen, die die 
Reaktion der Bichromatoxydation beschleunigen und vertiefen. Hin- 
gewiesen sei auf Florentin (10), der Quecksilbersalze anwandte. Friedemann 
und Kendall (11), die Kaliumbichromat in einer Mischung von Schwefel- 
und Phosphorsiure auflésten, und schlieBlich Simon [(14) (15) (35) bis (47) ], 
der in einer Serie von Arbeiten gezeigt hat, daB Silber einen machtigen, 
diese Reaktionen bedeutend aktivierenden Katalysator darstellt. Die 
Anwendung von Silber als Katalysator bei Oxydation durch Bichromat 
hat alsdann in der Mikromethode der Bestimmung von organischem Kohlen- 
stoff | Niclowx (27) (28) (29)], als auch bei echter ,,feuchter** Oxydation 
| Picon (30) (31)] weite Verbreitung gefunden. AuBerdem haben Auhn 
und L’Orsa (24) durch Anwendung verfliissigter Chromsiure eine voll- 
standige Oxydation organischer Stoffe erreicht. 

Versuche einer Oxydation reiner EiweiBstoffe in einer schwefel- 
sauren Lésung von Kaliumbichromat (bei Anwesenheit von Silber) 
zeigten uns, daB eine véllige Verbrennung immerhin nicht stattfindet, 
der Prozentsatz der nicht zu Ende gegangenen Oxydation unter ent- 
sprechenden Bedingungen jedoch ziemlich konstant ist und etwa 
39° betrigt. Wenn wir nun von der Konstanz dieses Prozentsatzes 
ausgehen, so ist es nicht schwer, die entsprechende Berichtigung zu 
berechnen. Wir fiihren hier eine Reihe von Berichtigungen (fiir Stoffe 
mit verschiedenem EiweiBgehalt) an, mit denen die im Ergebnis der 
Analyse festgestellte Sauerstoffmenge multipliziert werden muB, um 
die richtigen Zahlen zu erhalten. 





0’) der Eiweibstoffe: 0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 


Berichtigungen . 1,000 1,041 1,085/1,132 1,185 1,242 1,306 1,376 1,454 1,541 1,639 














100 Fragen wir auf der Ordinate 
rr Tt den Prozentsatz der Eiweibstoffe 
i Sh ab Gb Ee Se und auf der Abszisse die Be- 
wv richtigungen ab, so erhalten wir 
me | | | | | ie ie folgende Kurve, auf der leicht 
pet i FI oe a od die entsprechende Berichtigung 
Pe BRS AS A RR Se SS ss ee gefunden werden kann, wenn der 
pee Cee he Se Ses Ee Sew OO Oe ee Gehalt an EiweiBstoffen im ge- 
pe en kt Ee Ss SE kee Maw Bee See toes oe | gebenen Stoff bekannt ist. 
Ty 7100 1200 1300 1400 1500 1600-k Somit mu fiir jeden neuen 
Stoff mit unbekanntem Eiweif- 
Abb. 1. gehalt eine  nachtragliche Be- 


stimmung des Stickstoffs durch- 


gefiihrt werden (was leicht mit der Mikro-Ajeldahischen Methodik zu er- 
reichen ist); nachdem man das Resultat mit 6.25 multipliziert hat, ist 
die entsprechende Berichtigung aus der angefiihrten Kurve zu entnehmen. 
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Bei der Bestimmung des Kaloriengehalts ganzer Organismen braucht man 
die Bestimmung des Stickstoffs »ieht oft durehzufiihren, da ja_ viele 
Gruppen, wie Tabelle II zeigt, einen gleichen Gehalt an Eiweibstoffen 
aufweisen. 

Der VerbrennungsprozeB selbst wird folgendermaBen durchgefiihrt. 
Man stellt in konzentrierter Schwefelsiure zwei n 10 Lésungen von Kalium- 
bichromat und Silberbichromat her und vermischt sie im Verhaltnis 3: 1. 
Alsdann wird die Mischung erwiirmt und im Laufe einer Stunde bei einer 
Temperatur von 140 bis 150°C gehalten. Von dieser Ausgangslésung 
werden je nach Bedarf 10 bis 50 cem in Kolben gebracht, worauf in dieselben 
bestimmte Mengen des zu verbrennenden Stoffes geschiittet werden. Die 
Erhitzung geschieht auf dem kochenden Wasserbad im Laufe von 2 Stunden. 
Die Gewichte des zu verbrennenden Stoffes kénnen von 1 bis 30mg 
betragen. 

Nach der Erhitzung wird der Inhalt der Kolben, in denen die Ver- 
brennung geschah, in andere Erlenmeyer-Kolben gegeben, drei bis viermal 
mit destilliertem Wasser verdiinnt, bis zur Zimmertemperatur abgekiihlt 
und nach Anop (21) titriert (mit einer Lésung von .oorschem Salz bei Gegen- 
wart des Indikators Diphenylamin). Vor der Titration sind in den Kolben 
3 bis 5 cem konzentrierter Orthophosphorsiure oder 0,5 g Fluorammonium 
einzufiihren. Die Konzentration des .Moorschen Salzes wird in Ab- 
hangigkeit von der Menge des Bichromats und dem gewiinschten Genauig- 
keitsgrad gewahlt; der Titer wird nach der genauen wasserigen Loésung 
des Kaliumbichromats festgestellt. In jeder Serie von Bestimmungen 
ist eine Kontrollprobe erforderlich, obzwar die dem Versuch vorausgehende 
Erwarmung der Ausgangslésung sie auch vor weiteren Titerveranderungen 
schiitzt. 

Da man wei’, daB 1 cem einer n/10 Lésung des Bichromats 0,8 mg 
Sauerstoff aquivalent ist, so ist es leicht, die bei der Verbrennung der 
gegebenen Menge Stoff verbrauchte Sauerstoffmenge zu berechnen. Die 
ganze Rechnung kann durch folgende Formel zusammengefaBt werden: 

Q T (m n) kq. 

In dieser Formel bedeutet: 

Q die Zahl der in der zum Verbrennen genommenen Stoffmenge ent- 

haltenen Kalorien. 

T Titer der Moorschen Salzlésung in mg von Q,. 
die Zahl der cem der Moorschen Salzl6sung, die zur Titrierung der 
Kontrollprobe der Chrommischung erforderlich war. 

n die Zahl der cem der Moorschen Salzlésung, die zur Titrierung der 
Probe mit dem verbrannten Material erforderlich war. 

k die Berichtigung auf das nicht zu Ende oxydierte Eiweil. 

q der oxykalorische Koeffizient. 


” 


= 


Als Beispiel der Ubereinstimmung paralleler Proben fiihren wir die 
Ergebnisse von Verbrennungen ein und desselben Stoffes an. Von ihm 
wurden je 20mg, von der Chrommischung je 50cem genommen. Die 
Zahlen sind in mg O, angegeben. 


1. 1,1170 6. 1,1493 11. 1,1493 16. 1,1837 
2. 1,1278 7. 1,1493 12. 1,1493 17. 1,1922 
3. 1,1278 8. 1,1493 13. 1,1493 
4. 1,1278 9. 1,1493 14. 1,1493 
5. 1,1385 10. 1,1493 15. 1,1600 
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Also betragt die maximale Abweichung vom Durchschnittsergebnis 
1,148] 0,044 (3,84°)) und die mittlere Abweichung vom Durchschnitts- 
ergebnis 1,148] + 0,0029 (0,26) [siehe Hamilton und Simpson (16)]. 

Zum SchluB seien hier Ergebnisse der Bestimmung des Kaloriengehalts 
mit der von uns vorgeschlagenen Methode und im Vergleich dazu Ziffern, 
die bei Verbrennung derselben Stoffe in der Berthelotschen Bombe erhalten 
wurden, angefiihrt. Alle Ziffern stellen das Mittel aus drei parallelen Be- 
stimmungen dar. Die zu verbrennenden Organismen wurden bis zu kon- 
stantem Gewicht getrocknet und zu feinem Staub zerrieben. Die zur Ver- 
brennung mit Bichromat verwendeten Stoffmengen betrugen 15 mg. 


Tabelle II. 





Die mitder Die durch 


Die Be- Methode Ver- 
Oo-Menge richtigung der brennung 
in mg, die auf die Bichromat- in der 
bei der 0 nicht zu 7 ver- Berthelot- 
Die verbrannten Oxydation | M Tei Ende ge- ha oll. brennung schen 
Organismen von 1g “stoffe gangene = Koeftizient Lestimmte Bombe 
Trocken- 7 Oxydation Kalorien- bestimmte 
substanz der menge Kalorien- 
verbraucht Ei weib- (auf lg  menge (auf 
wurde stoffe Trocken- lg Trocken- 
substanz)  substanz) 
Chironomidae . 1,188 59,2 1,300 3,38 5,210 5,194 
Castropoda . . 0,599 17,1 1,077 3,38 1,852 1,744 
Cladocera . . . 1,012 58,9 1,297 3,38 4,447 4,644 
Gammaridae. . 1,035 54,7 1,270 3,38 4,364 4,422 
Ce rae 0,839 22.5 1,095 3,38 3,105 3,385 


Man sieht, da& die Ubereinstimmung eine ziemlich gute ist. Die 
vorgeschlagene Methode scheint uns deshalb in einer ganzen Reihe von 
Fallen anwendbar zu sein, wo man mit geringen Mengen von Nahrstoffen 
arbeitet. 

Alle unsere Angaben beziehen sich auf den vollen, physikalisch- 
chemischen Kaloriengehalt. Eine Berichtigung fiir die Unvollstandigkeit 
der Verbrennung der EiweiBstoffe im Organismus wird von uns nicht 
vorgenommen, da sie nach unserem Dafiirhalten fiir niedere Wirbeltiere 
und um so mehr fiir wirbellose Objekte, auf die unsere Methode ein- 
gestellt ist, vorlaufig nicht genau berechnet werden kann; jedenfalls 
mu sie in jedem Falle besonders berechnet werden, da der physio- 
logische Kaloriengehalt vom Charakter der Endprodukte des Eiweib- 
stoffwechsels abhangt, diese aber bekanntlich bei verschiedenen Tier- 


gruppen verschieden sind. 
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179, 1925; 180, 673, 835, 1405, 1925. — 47) L. Simon u. A. Guillawmin, C. r. 
175, 1922. 48) K. Tdufel u. C. Wagner, Zeitschr. f. analyt. Chem. 67, 
1925. — 49) Vassiliev, J. Pedology 4, 1931 (russ. u. deutsch res.). — 
50) G. Winberg, V. Ivlev, T. Platowa u. L. Rossolimo, Arb. Limnol. Stat. z. 
Kossino 18, 1934 (russ. u. deutsch res.). 
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Von 
St. J. v. Przylecki. 


Wirkung chemischer Muskelkomponenten auf die 
Amylaseaktivitit'. 
Von 
Bronislaw Filipowicz. 
(Aus dem Institut fiir physiologische Chemie der Universitat Warschau.) 


(Eingegangen am 18. Oktober 1934.) 


Die Versuche einer Erklarung des Mechanismus der Muskelkontraktion 
verlaufen in zwei voneinander unabhangigen Richtungen. Die eine be- 
miiht sich, den Mechanismus der chemischen Muskelprozesse zu erklaren. 
Arbeiten aus vielen Instituten, besonders aber von Eggleton”, Embden*, 
Lundsgaard*, Meyerhof® und Parnas® zeigten, wie viele Etappen und Teil- 
prozesse nach oder nebeneinander wahrend der Muskelkontraktion ver- 
laufen. Gleichzeitig beweisen die rein statischen Untersuchungen iiber die 
chemische Muskelkonstitution, wie reich der Muskel an Reprasentanten 
verschiedener Kérperklassen ist. 

Der zweite Weg bemiiht sich, die Ursache der Kontraktion, den kau- 
salen Zusammenhang der mechanischen Prozesse der Verkiirzung der 
Muskelfibrillen und ihrer Ersehlaffung zu erklaren (Furth’, Weber’, Ritchie®). 
Dieser Weg ist besonders mit der Analyse der fibrillenbildenden Kom- 
ponenten verbunden. Deswegen ist die Erkenntnis der Eigenschaften der 
Muskelproteine, hauptsachlich des Myosins, fiir das Problem so wichtig. 

Im Muskel erfolgt eine Serie chemischer Reaktionen, von denen 
wahrscheinlich nur ein Teil mit der Kontraktion in direktem Zusammen- 
hang steht. Ein anderer Teil kann ganz von dieser unabhangig, ein 
dritter aber schon als durch die Kontraktion hervorgerufen angesehen 
werden. Die Kontraktion, die mit einer Zustandsanderung der Muskel- 
kolloide verbunden ist, fiihrt zu einer Anderung der Mikrostruktur 
und somit zur Anderung der raumlichen Lagerung zwischen Enzymen 
und Substraten!®, 


1 Vorgetragen auf der Sitzung der Warschauer Wiss. Gesellschaft 


am 24. Juni 1934. — ? P. Eggleton, Ergebnisse d. Enzymforschung III, 
S. 227, 1934. 3 Embden, Deuticke u. Kraft, Klin. Wochenschr. 12, 213, 
1933. 4 Lundsgaard, diese Zeitschr. 220, 1, 1930. — ® Meyerhof, Die che- 
mischen Vorgange im Muskel. Berlin 1930. 6 Parnas, diese Zeitschr. 272, 


64, 1934. — 7 v. Furth in Oppenheimers Handb. d. Biochemie IV, Jena 1925. 
-8 Weber, diese Zeitschr. 259, 269, 1933; 266, 137, 1933. — ® Ritchie, J. of 
Physiol. 78, 322, 1933. — !° v. Przytecki, Ergebn. d. Enzymforschung IV, 


im Druck. 
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Wir wollen in dieser Arbeit das Problem der vergréBerten Amylase- 
aktivitat im taitigen zuckenden Muskel im Vergleich mit dem ruhenden 
Organ zu analysieren versuchen. 

Die Regulation der Geschwindigkeit der Enzymreaktionen ist von 
vielen Seiten untersucht worden. In unserem Institut sind sowohl 
Versuche iiber die Wirkung raumlicher Trennung (RT.) von Amylase 
und Polysaccharid durch die im Zellinnern herrschende Mikro- und 
Makrostruktur ausgefiihrt worden, wie auch die Anwesenheit chemischer 
Regulatoren gepriift wurde. 

Ich habe in meiner ersten Arbeit! nachgewiesen, daB die Aktivitit 
der Amylase durch verschiedene physiologische Stoffe verstarkt bzw. ver- 
mindert wird. Zu den ersten gehéren Glykokoll und andere Aminosauren, 
Polypeptide und viele Proteine, zu den zweiten die Amine. .M ystkowski* 
konnte nachweisen, da Guanidin stark inaktiviert. Kreatin und Kreatinin 
wirken verschieden. Die Versuche von MW ystkowski und Landau* zeigten, 
daB das Glykokoll (aber auch andere Monoamino-mono-carbonséuren ) 
sowohl ober- wie unterhalb des optimalen py (OP.) der Amylase aktivieren. 
Im OP. bleiben sie aber ohne jede Wirkung. Alle diese Versuche beweisen, 
daB die im Zellinnern verlaufende Glykogenolyse theoretisch sowohl durch 
chemische Agenzien, wie durch Strukturanderung beeinfluBt sein kann. 

Als streng chemisch kénnten hierbei nur solehe Prozesse angesehen 
werden, die auf reine Lésungen von Enzym und Substrat einwirken. Che- 
mische Agenzien kénnen auch in makro- oder mikroheterogenen Systemen 
wirken. In diesem Fall aber muB zwischen der direkten chemischen Wirkung 
oder der indirekten durch Beeinflussung der Struktur unterschieden werden. 

Die direkte chemische Regulierung (immer theoretisch betrachtet) 
kann durch aktivierende Stoffe, die vor der Zuckung, jedenfalls vor der 
gesteigerten Glykogenolyse gebildet werden, entstehen. Sie kénnte aber 
auch durch Stoffe, die eine paralysierende Wirkung gewisser Agenzien 
aufheben, entstehen. Alle diese Wirkungen kénnen, wie v. Przytlecki schon 
seit einigen Jahren hervorhob, sowohl auf das Enzym wie auf das Substrat 
— das Glykogen einwirken. 

Unsere Bemiihungen gingen also in der Richtung, alle die bekannten 
Muskelbestandteile, die sowohl im ruhenden wie tatigen Muskel ent- 
stehen, deren Gehalt aber wahrend der Tatigkeit Verainderungen unter- 
liegt, beziiglich ihrer Wirkung, auf die Amylaseaktivitat zu priifen. 


Methodik. 


Zu den Versuchen diente Speichelamylase, deren Kinetik bekannt ist 
und die in vielen Eigenschaften sehr der Pankreas- und Muskelamylase 
ahnlich ist. Auch Versuche mit Muskeldiastase* wurden ausgefiihrt. Als 
Substrat dienten Starke und Glykogen. Das Glykogen wandten wir an, 
um die mit Starke erhaltenen Resultate zu bestatigen. Samtliche Experi- 


1 Filipowicz, Biochem. J. 25, 1874, 1931. — * Mystkowski, ebenda 
26, 910, 1932. — * Mystkowski u. Landau, diese Zeitschr. 261, 116, 
1933. — 4 Nach Lohmanns Vorschrift bereitet (diese Zeitschrift 178, 444, 


1926). 
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mente wurden in einer 0,6 bis 0,7 °sigen KCl-Lésung (wenn nichts anderes 
bei der Versuchsbeschreibung angegeben ist), bei px 7,0 bis 7,5 und bei 30 
bis 37° ausgefiihrt. Jeder Versuch bestand aus der Untersuchungslésung, 
welche die auf Amylasebeeinflussung zu untersuchende Substanz enthielt 
und vielen Kontrollen. Da die Mehrzahl der zugesetzten Kérper aus Muskel 
stammte, mute sowohl auf die Gegenwart von Amylase wie Glykogen 
gepriift werden, eventuell auch die Menge dieser Stoffe bestimmt werden. 
Es wurden deswegen meistens folgende Ansiitze bereitet: 

1. Amylase +- Starke oder Glykogen + Pufferlésung + Salze + die zu 
untersuchende Substanz. 

2. Wie 1., jedoch ohne die Substanz. 

3. Wie 1., jedoch ohne Amylase. 

4, Wie 1., jedoch ohne Polysaccharid. 

Die Ansitze wurden auf 1, 2 oder 24 Stunden im Thermostaten belassen 
und die reduzierenden Zucker nach Bertrand bestimmt. Die Proteine 
wurden nach Hagedorn-Jensen entfernt. 


Ergebnisse. 

Nachdem in den Arbeiten von uns und von Mystkowski die Wirkung 
von Guanidin, Kreatin und Kreatinin untersucht wurde, wandten wir 
uns zu den anderen, waihrend der Muskeltatigkeit entstandenen Stoffen, 
und zwar zu den Nucleotiden, Nucleinsduren und der Summe der Stoffe, 
die in den Muskelausziigen enthalten sind. 


Tabelle F. EinfluB der Nucleinsauren. 


(Als 0,5 %ige Loésungen angewandt.) 








Zerlegte Stirke Zerlegte Starke 
in mg in mg 
Art der Nucleinsiure r ion 1 i Art der Nucleinstiure leat in 
Salz- | 0,7%> Salz- | 0,7 %Jo 
zusatz KCl zusatz KCl 
Keine . 2... | 15,6 52,1 | Merck, altes Praparat | 436 — 
Bohringer, altes Praparat || 53,3 | 45,8 eo ORE JS | 2035 — 
" neues os 52,77, — Im Institut bereitet . 15,6 _ 


1. Verschiedene Nucleinsiurepraparate zeigten bei Salzabwesenheit 
sehr verschiedene Einwirkung. | Besonders Hefenucleinsiure von 
Bohringer und die alten Praéparate von Merck aktivierten stark. Neue 
Praparate von Merck sowie Desoxyribonucleinsaiure, im Institut  be- 
reitet, wiesen keinen EinfluB auf die Speichelamylase auf (Tabelle 1). 
Die veraschte Nucleinsaure aktiviert nicht (Tabelle III). Die akti- 
vierende Wirkung kann somit nicht durch die in der Nucleinsdure 
enthaltenen Salze erklart werden. Wir sehen aber auch gleichzeitig, 
daB die aktivierende Wirkung einiger Nucleinséiurepraparate nichts 
mit der Nucleinsaure selbst zu tun hat. Sie ist vielmehr durch organische 
Verunreinigungen der Priparate verursacht. Wahrscheinlich sind es 











Uber Glykogenolyse im Muskelgewebe. II. 509 


Tabelle Il. EinfluB der Konzentration. 





Nucleinsiuren | Entstandene | Nucleinsiuren yon. Entstandene 
von Bohringer Maltose Bohringer Maltose 
Konzentration | mg Konzentration mg 

0 7,5 0,8 42.2 

0,1 24,9 0,8 | 0 

0,4 36,7 (ohne Ptyalin) § J 


Tabelle III. 





i Maltose . Maltose 
Art des angewandten Stoffes aaienee Art des angewandten Stoffes nee 
mg mg 
Momune.. se 4 & & xis 5,2 Verkohlte Nucleinséure . 6,5 
Veraschte Nucleinsaure . 48 Nucleinsture. ..... 12,7 


Proteine, die in Form von Nuclein anwesend sind (der P-Gehalt der 
Praparate zeigte geringere Werte als dies aus Levenes Bestimmungen 
hervorgeht). Bei Salzanwesenheit erniedrigt die zugesetzte Nuclein- 
siure ein wenig (um 11°%,) die Zersetzung der Polysaccharide. 

2. Auch die im Muskel vorkommenden Mononucleotide tiben 
keinen EinfluB auf die Wirkung der Amylase aus, was sowohl bei Starke- 
als auch bei Glykogenzersetzung beobachtet wurde. Die entstandene 
Menge der reduzierenden Zucker war itiberall — unabhangig von der 
An- oder Abwesenheit von Nucleotid — fast gleich (Tabelle IV). 


Tabelle IV. EinfluB der Mononucleotide. 





Konzen- Konzen- 





. : trati jes  Maltose - trati les Maltose 
Art des Nucleotids Secniees vias Art des Nucleotids aoe day paltene 
O19 mg 0/5 mg 
Guanylsaures Na 0,025 8.1 Adenylsaures Na 0,025 8.3 
0,2 8.3 02 8,2 
Xanthylsaures Na 0,025 8,7 Kontrolle . . . 8,3 
0,2 9,2 


3. Nachdem die Unabhangigkeit der Amylasewirkung von der 
Gegenwart von Nucleinsiuren und Mononucleotiden nachgewiesen 
wurde, wandten wir uns zu Versuchen, um den EinfluB des ganzen 
Komplexes der léslichen Muskelextrakte von frischen, unermiideten 
und gealterten oder ermiideten Kaninchenmuskeln auf die Amylase- 
wirkung zu bestimmen. 

Die Muskeln von gut ernadhrten Kaninchen waren sofort nach dem 
Téten des Tieres und Auspraparieren in fliissiger Luft gefroren, mit Quarz 
verrieben, und entweder mit heiRem Wasser oder mit 1° jiger NaHCO,- 
und 1%iger Na,CO,-Lésung ausgezogen worden. Die erhaltenen Filtrate 
dienten als Versuchslésung, zu welcher Starke oder Glykogenlésung, Salze 
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und Amylase zugesetzt wurden. Die Ausziige waren von der Muskelamylase 
durch Kochen oder Alkalisieren befreit. In anderen Fallen wurden die 
Muskeln ohne weiteres zerhackt und davon ein Auszug bereitet. Alle Aus- 
ziige wurden auf py 7,0 oder 7,3 durch Zugabe von Phosphatpuffer gebracht. 
Gleichzeitig wurden Kontrollversuche mit Phosphatpuffern ausgefiihrt. 


Tabelle V. Amylasewirkung in Muskelauszug. 





Menge der entstandenen Maltose in mg 


Art des Muskelauszugs ohne Auszug ry 
me GATOR) Aueeae | Aasen 
+ Amylase + ie . 

Auszug aus altem Muskel (24 Std. 

nach dem Tode) . . dae 41,5 41,5 a — 
lrischer gekochter Muskel . . . . 45,4 57,5 — —= 
Dasselbe, nicht gekocht, mit Quarz 

zerrieben . . egy a ae x 45,4 38,6 
Frischer, mit 0,5° Y, eit. ge- 

kochter Muskel. . . . ; 47.3 49.6 
Frischer, in flissiger Luft zerrie- 

bener Muskel . . 47,3 55,3 1,1 2,2 
Frischer, mit 0,5% > NaHCO, ge- 

kochter Muskel. .. . . , 40,9 38,5 
Zerrieben und gekocht. . . . 40,9 36,2 
Frischer, mit flissiger Luft zerrie- 

eer Muakel wai 52.6 63,3 17,1 10,1 
ENO accarral Btacmeegs ne bahia 67,7 76,7 3,3 6,9 

Glykogenversuche. 

Frischer, mit fliissiger Luft zerrie- 

bener Muskel . . 22,5 33,4 1,7 10.1 
Dasselbe . 35,9 45,8 i 6,9 


Tabelle V zeigt, daB die Ausziige nur einen sehr geringen akti- 
vierenden EinfluB auf die Amylase ausiiben. Dieser EinfluB ist aber 
in beiden Fallen fast gleich, vielleicht etwas gréBer bei Anwendung 
nicht gefrorener, mit heiBem Wasser erhaltener Muskelextrakte. Die 
maximale Steigerung betrug in unseren Versuchen 27°,. Dies war aber 
nur einmal der Fall. In anderen Fallen konnte keine Aktivierung 
nachgewiesen werden. 

In vielen Versuchen, besonders wo die Tiere gut erndhrt waren, war 
auch Glvkogen in den Ausziigen in ziemlich groBen Mengen anwesend. 


Tabelle VI. 





Menge der Ent- Menge der Ent- 
Art der zugesetzten standene Art der zugesetzten standene 
zugesetzten Stoffe Stoffe Maltose | zugesetzten Stotfe Stoffe Maltose 
eem mg ecm mg 
+t 
Kein Zusatz . 38.0 Myostriatol 5 23,5 
Myostriatol . . 0,5 37,1 Kardiogen . . 0,5 36,4 
r 2 35,7 ; es 2,0 30,7 
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Nucleinsiure wirkt bei Anwesenheit von Muskelauszug etwas 
hemmend. 

4. Zwei Muskelpriparate und zwar Myostriatol (aus Lwéw) und 
Kardiogen (Klave) wirken beide auf die Amylase hemmend (Tabelle V1). 
Die hemmende Wirkung wachst mit der Menge des zugesetzten Pra- 
parates. 

Besprechungen. 

Die erhaltenen Resultate zeigen, daB mindestens die von uns 
gepriften Stoffe, einem Muskelauszug zugesetzt, keine oder eine nur ge- 
ringe Wirkung auf die Glykogenolyse ausiiben. Die wahrend der ersten 
Etappen nach dem Schema von Lohmann! entstehenden Stoffe wirken 
sehr wenig oder bleiben ohne EinfluB. Die dem groBen Anstieg der 
Glykogenolyse voraneilenden Reaktionen kénnen also nicht als die eigent- 
liche Ursache der verstirkten Amylasewirkung angesehen werden?. 

Es hat den Anschein, als ob im Muskel die Regulation der Amylase- 
wirkung nicht durch chemische Agenzien, sondern durch die Anderung 
des direkten Kontaktes zwischen Amylase und Glykogen infolge réum- 
licher Trennung zustande kommt. 


1 Lohmann, Naturwiss. 22, 409, 1934; diese Zeitschr. 271, 264, 1934. 
— ? Die SchluBfolgerung ware noch besser gestiitzt, wenn die Lohmann- 
sche Reaktion bei gleichzeitiger EKinwirkung der Amylase untersucht wiire. 
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Von 
St. J. v. Przylecki. 


Amylasewirkung bei Myosinanwesenheit. 
Von 
Bronislaw Filipowicz. 
(Aus dem Institut fiir physiologische Chemie der Universitit Warschau.) 


(Eingegangen am 18. Oktober 1934.) 


Die experimentellen Ergebnisse von v. Przytecki und Majmin' 
zeigten, dab das Glykogen groBe Affinitét zum Myosingel besitzt. 
Somit ist eine Lokalisierung dieses Polysaccharids in dem Fibrillen- 
anteil sehr wahrscheinlich geworden und zwar in Form eines Poly- 
saccharoproteids, dem Glykogenomyosin. Es hat den Anschein, als 
ob im Muskel, mindestens im ruhenden, ein grober Teil des Glykogens 
nicht frei vorkommt, sondern mit einem gelierten Protein verbunden ist. 
So entstandene Mischmicellensymplexe (Willstdtter?) sind oft, wie z. B. 
fiir Nucleoproteide nachgewiesen wurde, durch die auf die freien 
Komponenten eingestellten Enzyme schwerer oder nur teilweise zerleg- 
bar. Dasselbe wurde von Willstatter® fiir das Polysaccharoproteid bei 
seiner Verdauung durch Pepsin oder Papain nachgewiesen. 

Wir haben in dieser Arbeit das Verhalten von Staérkemyosin gegen 
Ptyalin analysiert und auch hier eine ahnliche Erscheinung beobachtet. 
Gleichzeitig wurden Versuche ausgefiihrt, die keine Adsorption von 
Ptyalin auf Myosin nachweisen konnten. 


1. Adsorptionsversuche. 


Das bei Anwendung der dureh v. Przylecki und Majmin beschriebenen 
Methodik erhaltene Myosin, das durch Alkalisierung von Muskelamylase 
befreit wurde, war durch Zusatz von Salzsiure auf py 7 gebracht. Es 
entstand ein Niederschlag, der gut mit Wasser ausgewaschen wurde. Zur 
Kontrolle diente eine Serie von Niederschligen, die durch Phosphatpuffer 
auf py 6,7 oder 8 gebracht und mit 0,5°%iger KCl-Lésung zu 25 eem aut- 
gefiillt wurden. Die Suspension wurde 2 Stunden geschiittelt und dann 
filtriert. Zu dem Filtrat wurden Starke und Ptyalin zugesetzt. Der zweite 
Teil der Niederschlage diente zu den Versuchen, indem zu ihnen auBer den 
erwahnten Puffern und KCl noch Ptyalin zugesetzt war. Das System wurde 
2 Stunden lang vorsichtig geschiittelt, abfiltriert und zum Filtrat Starke 
zugesetzt. Die beiden Systeme wurden vor dem Starkezusatz in den Thermo- 


1 St. J.v. Przytecki u. Majmin, diese Zeitschr. 273, 262, 1934. 


2 R. Willstdtter u. M. Rohdewald, Zeitschr. f. physiol. Chem. 225, 103, 1934. 
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staten gebracht und nach Polysaccharidzugabe dort 2 Stunden gehalten. 
Die zerlegte Starkemenge betrug 20 bis 50°, der eingefiihrten. 

Die erhaltenen Resultate, die in der Tabelle ] zusammengestellt 
sind, beweisen, daB keine oder nur eine sehr geringe Adsorption des 
Ptyalins auf geronnenem Myosin zustande kommt. Bei keinem der 
untersuchten py tberstieg die Differenz zwischen der zerlegten Menge 
im Versuch und der Kontrolle 3°,. Die Kontrolle mit Myosinfiltrat 
gab bei py 8 eine viel gréBere Amylolyse als die Kontrolle Amylase 

Starke + KCl bei 


demselben pu. Tabelle I. Adsorptionsversuche. 





: : Entstandene Maltose in mg 
2. Amylasewirkung bei reenting es ede te 


Myosinanwesenheit. nae | iia sum Filtrat 
Es wurde die Hydro- — 

lyse der Polysaccharid- 
spaltung in Systemen 6 49,5 51,0 
Myosin, Starke und Pty- 58,8 59,8 
alin oder Myosin, Gly- 8 52.9 54,0 
kogen und Ptyalin mit den 
Svstemen Starke und Ptyalin oder Glykogen und Ptyalin bei Reaktionen 
verglichen, die zwischen pu 6,5 und 8 lagen. 


~] 


Zu dem in derselben Weise bereiteten Myosin wurde das Polysaccharid 
vor oder nach dem Ausfallen zugesetzt. Das System wurde geschiittelt, 
auf das bestimmte px gebracht und dieses potentiometrisch genau be- 
stimmt. Eine gleichkonzentrierte Polysaccharidlésung wurde durch Zugabe 
von Phosphatmischung auf das gleiche py gebracht. Meistens enthielten 
die Lésungen 0,7°6 KCl. In einigen Fallen wurde noch CaCl, bis zu 0,1 % 
zugesetzt. Die Systeme wurden in den Thermostaten gebracht, Ptyalin 
zugesetzt und 6fters geschiittelt. Die Menge der zerlegten Polysaccharide 
wurde nach EnteiweiBung der Systeme (Hagedorn-Jensen) nach Bertrand 
bestimmt. 

Die erste Bestimmung, die nach 1 Stunde erfelgte, diente als 
kinetische Analyse der Zerfallsgeschwindigkeit. Die zweite wurde nach 
24 bis 48 Stunden ausgefiihrt. Sie diente zur Kennzeichnung des 
Endzustandes der Reaktion. Uberall wurde Toluol zugesetzt. 

Die nach 1 Stunde Reaktionsdauer ausgefiihrten Analysen (Ta- 
belle II) zeigen, daB das erhaltene Resultat besonders von dem je- 
weiligen py abhangt. Je niedriger das py, desto gréBer ist der inakti- 
vierende KinfluB des anwesenden Myosins. Bei py 6,6 wurde eine 
Reaktionsverminderung, die im Vergleich mit der Kontrolle 35,5 betrug, 
beobachtet. Bei hohem py 8 ist vielmehr eine Aktivierung beobachtet 
worden. In dem Fall einer Inaktivierung bei py 6,6 ist eine Aktivierung 
der Amylase durch Myosin nicht vorhanden oder nur sehr gering. 
Wir haben es mit einer ziemlich einheitlichen Erscheinung zu _ tun. 
Die Inaktivierung ist, da keine Ptyalinadsorption zustande kommt, nur 
durch die entstandene Verbindung von Myosin mit Starke hervorgerufen. 








64 St. J. v. Prayiecki: 


Tabelle II. 





, rsierte Stirke i y n 
Hydrolysierte tirke in mg Vatesashiad 





PH : - in 0 Beobachtungen 
mit Myosin ohne Myosin sd 

6,6 31,5 47,0 — 35,1 Starke nach Myosinausfallung 
6,6 33,8 47,0 — 30,2 i vor ‘ 

6,5 34,6 42,0 — 17,6 » nach - 

6,8 35,5 42.0 — 15,5 ‘a vor 8 

7,0 62,9 70,1 — 12,7 " vor a 

7.0 46,0 57,3 — 19,8 » nach < 

7,6 69,5 85,7 — 18,9 = nach Sy 

7.6 92.4 89,8 + 2,8 +0,1°%% CaCl, 

8,0 60,2 61,6 — 2, Starke nach Myosinausfallung 
8,0 91,1 79,6 + 12,6 s wor . 

8.0 48.4 39,6 + 18,2 » nach 7 


Da nur ein Teil der Starke (30 bis 40°.) in gebundener Form anwesend 
war!', kann aus diesen Versuchen die wahre Zerfallgeschwindigkeit 
der Mischmicelle nicht berechnet werden. Bei héheren py ist eine 
Summierung von zwei Erscheinungen, derjenigen, die eben besprochen 
wurde und einer Aktivierung der Amylase durch den in Lésung ge- 
bliebenen Anteil des Myosins vorhanden. 

Die nach 24stiindiger Hydrolyse ausgefiihrten Versuche beweisen, 
daB die ganze mit Myosin verbundene Starke durch Amylase angegriffen 
wird. Der Unterschied ist nicht qualitativer, sondern kinetischer Art 
(Tabelle I11). 

Tabelle III]. 24 oder 48 Stunden Hydrolyse. 








Hydrolysierte Starke in mg + oe Dauer 
PH $ - a we Pamala — — des Yarwnie 
mit Myosin ohne Myosin 0 in Std. 
6,6 144,0 142.1 1,4 48 
6.8" 138.4 139.5 0,8 48 
7,6 137.6 136,0 1,2 48 
8,0 148.4 149 0,4 24 
8,0 147,5 151 2,3 48 


Ahnliche Resultate wurden mit dem Mischsystem Glykogenmyosin 
erhalten (Tabelle IV). 


Tabelle TV. Versuche mit Glykogen. 





Zerlegtes Glykogen in mg 
PH ‘di ee ee ° 


mit Myosin ohne Myosin 
6,6 37,2 51,7 
7,1 26,0 32.2 


1 vy. Przytecki u. Majmin 1. ce. 
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Zusammenfassung und Besprechungen, 

Die Polysaccharoproteide Glykogenomyosin oder Starkemyosin 
sind durch Ptyalin viel schwerer zerlegbar als die freien Polysaccharide. 
In allen Systemen verlauft die Amylolyse bis zu demselben Grenzwert. 
Die verschiedenen Resultate, die bei verschiedenem py erhalten wurden, 
erklaren wir durch die aktivierende Wirkung des Myosinsols auf Amylase, 
die desto gréBer ist, je weiter das py vom isoelektrischen Punkt entfernt 
ist. Dieselbe Erscheinung wurde schon von uns bei Anwendung anderer 
Proteine beschrieben!. 

Die beobachtete Verminderung der Amylo- oder Glykogenolyse 
ist in keinem Fall durch eine inaktivierende Adsorption des Ptyalins 
auf Myosin hervorgerufen. Das Ferment unterliegt bei px 6, 7 oder 8 
keiner Adsorption®. Sie ist vielmehr durch ,,Inaktivierung™ des Gly- 
kogens oder der Starke durch Bindung derselben an Myosin hervor- 
gerufen. 

Die erhaltenen Resultate beweisen, dap durch Entstehen von Pol y- 
saccharoproteiden bei physiologischen pu und Salzkonzentrationen eine 
Verminderung der Hydrolyse des Polysaccharids zustande kommt. 

Die mit Glykogen erhaltenen Resultate weisen auf eine Bedeutung 
dieser Phanomene auch fiir den Muskel selbst hin. 


1 Filipowicz, Biochem. J. 25, 1874, 1931. — * Anders verhalt sich die 
Muskelamylase. Dies ist das Thema unserer weiteren Untersuchungen, 
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Ein einfacher Apparat zur Bestimmung des Gaswechsels 
von Hunden. 
Von 
Franz Foldes. 


(Aus dem physiologisch-chemischen Institut der kénigl. ungar. Universitit 
Budapest. ) 


(Eingegangen am 23, Oktober 1934.) 
Mit 3 Abbildungen im Text. 
Einleitung. 
Schon seit langerer Zeit fihlt man die Notwendigkeit eines Stoff- 
wechselapparates, mit welchem kurzdauernde Versuche an Hunden 
mit entsprechender Genauigkeit angestellt werden kénnen. 


Mit der Curaremethode von Tangl (1), welche zur Untersuchung des 
Stoffwechsels der Hunde am haufigsten verwendet wurde, konnte man 
gute Vergleichswerte erhalten (2), doch hatte die Methode den Nachteil, 
da®B die Hunde fast immer eingingen und man mit ihnen nur einen einzigen 
Versuch anstellen konnte. Die so erhaltenen Werte konnten um so weniger 
als Zeichen eines normalen Stoffwechsels betrachtet werden, als bei dieser 
Methode kiinstliche Atmung angewendet werden muBte. Andere Autoren (3) 
haben eine standige Trachealkaniile eingefiihrt und versucht, die Hunde 
bei den Stoffwechseluntersuchungen durch Dressur in der notwendigen 
Ruhe zu erhalten. Unser Institut bestrebte sich des 6fteren, diese Methode 
anzuwenden, doch gingen die meisten Hunde wahrend kurzer Zeit an 
Bronchopneumonie ein. 


Statt der Trachealkaniile habe ich eine Modifikation des von Benedict (4) 
zu menschlichen Stoffwechselbestimmungen angegebenen Helms verwendet 
und den Stoffwechsel mit dem Zuntz-Geppertschen Apparat bestimmt. 
Diese Methode eignete sich jedoch kaum, da die Hunde bald dyspnoisch 
wurden und die Parallelversuche eine 15- bis 20° ,ige Abweichung auf- 
wiesen. Die Dyspnoe war auf den von den Ventilen und von der Gasuhr 
verursachten Widerstand zuriickzufiihren. 


Nun wollte ich einen einfachen Apparat konstruieren, mit welchem 
der Gaswechsel unter physiologischen Verhaltnissen ohne Inanspruch- 
nahme eines Ventils oder einer Gasuhr ermittelt werden konnte. Von der 
Tatsache ausgehend, daB der Stoffwechsel weder in quantitativer, noch 
in qualitativer Hinsicht eine Abaénderung erleidet, wenn die Einatmung 
nicht mehr als 2 bis 3°, CO, und nicht weniger als 18 bis 19% O, enthalt (5) 
und auBerdem auch der Typ der Atmung so lange unverandert bleibt, bis 
die CQO,-Konzentration der Einatmungsluft 2°, nicht wesentlich iiber- 
schreitet (6), entschloB ich mich zur Konstruktion eines auf diesem Prinzip 
beruhenden Apparates. Respirationskammern, die auf diesem Prinzip 
beruhen, waren schon seit den vierziger Jahren des vorigen Jahrhunderts 
in Gebrauch (7). Diese sind aber so groB angelegt, kostspielig und schwer 
zu behandeln, daB sie dem erwahnten Zwecke nicht entsprechen. 
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Der folgende, unten beschriebene Apparat kann iiberall, wo eine 
Einrichtung zur Gasanalyse zur Verfiigung steht, mit minimalen Aus- 
lagen zusammengestellt werden. Seine Handhabung ist einfach, das 
Arbeiten damit iiberschreitet nicht ~ 3 bis 4°, Fehler, so daB dieser 
Apparat auch zu Untersuchungen von groBer Genauigkeit geeignet 
erscheint. 

Methodik. 

Apparatur. Die Hauptteile des Apparats sind: ein GefaB und ein 
dasselbe mit dem Hunde verbindender Helm. 

Als GefaB eignet sich ein gréBerer Glasballon von 60 bis 120 Liter 


Inhalt (siehe Abb. 1), dessen Hals mit einem Gummistopfen (4) verschlossen 
ist. Dureh diesen wird 1. ein Rohr von 20 bis 25mm Durchmesser ein- 











Abb, 1 


gefiihrt, das auBen mit einem Dreiweghahn (Ff) verbunden ist, 2. ein Thermo- 
meter (7',;), und 3. ein Glasrohr (S,), das zur Entnahme von Luftproben 
dient. Am Boden des GefaBes befinden sich zwei Lécher von etwa 30 mm 
Durchmesser, die ebenfalls mit Gummistépseln (2 und C) verschlossen 
sind. Durch den einen (2) wird 
ein Thermometer (7’,) und ein 
Proberohr (S,), durch den an- 
deren (C) ein mit Wasser ge- 
fiilltes offenes Manometer (.1/) 
eingefiihrt. Das GefaB enthalt 
standig 200 bis 300cem Wasser, 
um die Versuche mit wasser- 
dampfgesattigter Luft durch- 
zufiihren. Somit entsteht 
wahrend des Versuchs keine Abb 2. 

das freie Atmen _hindernde 

Druckdifferenz und die Berechnung des Normalvolumens kann vor und 
nach dem Versuch ohne Zuhilfenahme eines Hygrometers erfolgen. 





Der Helm ist aus Zinkblech oder Aluminium angefertigt und entspricht 
in seiner Form woméglich der Kopfform des Hundes. Der vordere Teil 
des Helms verjiingt sich konisch und setzt sich ohne Unterbrechung in ein 
Kupferrohr von 4 em Lange und 25 mm Durchmesser fort. Der Helm wird 
mit einem etwa 12cm breiten Kragen aus Paragummi an den Hals des 
Hundes fixiert, so da®B er iiberall den Haaren luftdicht anliegt, trotzdem 
jedoch dem Hunde durch Druck keine Beschwerden verursacht. Am 
konischen Vorderteil des Helms ist zweckmaBig ein Glasfenster von 2 * 3 em 
GréBe anzubringen. 


\* 
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Prifjung des Apparates auf Luftdichtigkeit. Man wartet nach VerschluB 
samtlicher Offnungen (Hahn R, Stellung II, siehe Abb. 3) des Apparats, 
bis dieser sich mit Wasserdampf sattigt und die Umgebungstemperatur 
angenommen hat. Dann bringt man den Hahn in Stellung I (siehe Abb. 3), 
so daB ein Druckausgleich mit der AuBenluft eintreten kann. Durch Ver- 
bindung mit einer Wasserstrahlpumpe wird nun im GlasgefaiB ein etwa 
100 mm Wasser betragender negativer Druck erzeugt und der Hahn wieder 
in Stellung IT gebracht. Andererseits kann ein Uberdruck in dem Glas- 
gefaB erzeugt werden. Wenn dieser negative oder positive Druck in dem 

Apparat langere Zeit 
Zimmerlutt bestehen bleibt was 
am Manometer  gepriift 


( Helm werden kann ond ist der 
==. Apparat luftdicht. 

doaas Zur Untersuchung 

des notwendigen — luft- 

S Y dichten Anschlusses des 

elung StellungH Helmes und Kragens an 

Abb. 3. den Hals des Hundes 

wurde das Versuchstier 

mit dem angelegten Helm in einen 140 Liter groBen, mit Glasscheibe luftdicht 

verschlieBbaren Kasten gebracht. Durch die Glasscheibe fiihrte ich mittels 

eines Gummistépsels ein Glasrohr, welches durch ein Gummirohr mit der 

Offnung ,,g°° des Helmes verbunden war. Auf diese Weise bekam der 

Hund die Atmungsluft von auBen, trotzdem er sich im Kasten befand. 

SchlieBt der Helm nicht luftdicht am Halse des Hundes, so muB der CQ,- 

Gehalt im Kasten steigen, der O,-Gehalt dagegen sinken. Bei meinen 

1'), bis 2 Stunden dauernden Versuchen trat eine Erhéhung des CO,- 

Gehaltes im Kasten um 0,03 bis 0,04 % ein, welcher Wert bei der Dauer der 
Versuche der Hautatmung entspricht. 

Berechnung der Gréfie des zu verwendenden Apparates. Da auf Grund 
des dargelegten Prinzips Versuche mit verschieden groBen Tieren und auch 
mit Menschen! ausgefiihrt werden kénnen, wird die GréBe des Apparates 
auch verschieden sein. Dieselbe muB dergestalt gewahlt werden, daB der 
CO,-Gehalt der Luft im Laufe des 12 bis 13 Minuten beanspruchenden 
Versuchs nicht iiber 1 bis 2° steigt. So ist z. B. die CO,-Abgabe eines 
10 kg schweren Hundes bei den dem Grundumsatz entsprechenden Verhiilt- 
nissen 10 bis 14 g bzw. 5 bis 7 Liter pro kg Kérpergewicht in 24 Stunden. 
Daraus folgt, daB der Hund in 12 Minuten etwa 0,4 bis 0,6 Liter CO, abgibt. 
Wenn wir also fiir einen 10 kg sechweren Hund ein GefaB von 60 bis 70 Liter 
wihlen, so ist der CO,-Gehalt auch am Ende des Versuchs unter 1%. 
® werden auch dann nicht iiberschritten werden, wenn am Anfang 
des Versuchs der Apparat mit Zimmerluft gefiillt wurde, wenn auch deren 
CO,-Gehalt 0,2° betrug und das Tier in einem den Grundumsatz weit 
iiberschreitenden Zustande (nach Fiitterung oder Bewegung) zum Versuche 
gelangte. Auf Grund einer ahnlichen Berechnung ware fiir einen 








90 


4 bis 10kg schweren Hund ein GefaB von 60bis 70 Liter | 


See tee 5 - - wm $0 ey AO” Inhalt 
i, BOs - mn mh + aD, “E20 5 | notwendig. 
far emen Menschen* . . «2. ts « BG 5; 220 =, 


1 In unserem Institut sind auch an Menschen Stoffwechselbestim- 
mungen mit einem ahnlichen Apparat im Gange. Die parallel ausgefiihrten 
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Bei Verwendung solcher GefaBe, und wenn man mit gut dressierten Tieren 
arbeitet, tiberschreitet die im Laufe der Atmung auftretende Druckdifferenz 
nicht den Wasserdruck von 20 bis 30mm. Verwendet man ein gréeres 
GefaB als das oben empfohlene, dann ist die prozentuelle Anderung der 
CO,- und O,-Konzentration im Laufe des Versuchs kleiner und so der durch 
Gasanalyse verursachte Fehler gr6Ber. Wird ein kleineres Gefi® gewahlt, 
dann iiberschreitet die wahrend der Atmung auftretende Druckdifferenz 
den Druck von 30 mm Wasser und dadurch verliert der Apparat einen seinet 
gréBten Vorteile, nimlich die leichte widerstandslose Atmung. 

Wahl und Dressur der Hunde. Um die Hunde zu Gaswechselversuchen 
geeignet zu machen, miissen sie an ruhiges Liegen gew6hnt werden, was am 
leichtesten mit dalteren Tieren nach mehrtagiger ruhiger Behandlung und 
ohne Peitsche mit gutemi Zureden gelingt. Ist dies geschehen, dann beginnt 
man das Tier an den Helm dadurch zu gew6hnen, daB man denselben ohne 
Gummikragen an den Kopf des Tieres legt und wenn dann der Helm langere 
Zeit aufgesetzt vertragen wird, ist derselbe mittels des Kragens zu befestigen. 
Das geschieht am zweckmaBigsten derart, da man den Rand (/) des Kragens 
auf den Helm bindet, diesen auf den Helm zuriickstiilpt, dann durch die 
Duplikatur den Helm auf den Kopf des Hundes legt, die Ohren des Tieres 
zurechtstellt und hierauf den Kragen auf den Hals des Tieres aufstiilpt. 
Sobald der Hund mit dem Helm ruhig liegt, wird er an den Apparat an- 
geschlossen, so daB er zuerst durch den Hahn /? nach auBen (Stellung I1). 
dann nach Drehung des Hahnes (Stellung I) ins GefaB atmet. Das Mano 
meter wird aber vorlaufig noch nicht gefiillt und steht durch letzteres noch 
die Apparatluft mit der AuBenluft in Verbindung. Wenn sich das Tier 
an diese Art des Atmens gewéhnt hat, wird das Manometer mit Wasser 
gefiillt und so der Apparat vollstandig geschlossen. Nun Ja8t man zur 
Gewohnung den Hund am ersten Tag dreimal 6 Minuten, am zweiten Tag 
dreimal 8 Minuten, am dritten Tag dreimal 10 Minuten, am vierten Tag 
dreimal 12 Minuten und am fiinften Tag dreimal 15 Minuten in diesem 
Zustande atmen. Es ist zweckmaBig, zwischen den einzelnen Perioden 
immer eine Pause von wenigstens | Stunde einzuschalten. Wenn das Tier 
schon ruhig daliegt und gleichmaBig atmet, kann man mit den eigentlichen 
Versuchen beginnen. 

Bemerkenswert ist, da8 manche unruhige Hunde, welche sogar mit 
groBer Miihe nicht gezahmt werden kénnen, sich sofort ruhig benehmen. 
wenn man ihnen den Helm aut den Kopf setzt. 

Verlauf des Versuchs. Vor dem Versuch soll der Hund 45 Minuten 
ohne und 5 Minuten mit dem Helm an der Versuchsstelle liegen. Wahrend 
dieser Zeit sattigt sich einerseits der durch den Hahn R abgeschlossene 
Apparat (Stellung 1) mit Wasserdampf, andererseits wird eine Luft- 
probe entnommen und analysiert. War der Apparat mit StraBenluft 
gefiillt, so kann von der Analyse Abstand genommen werden. Dann wird 
der durch Wasserdampfsattigung entstandene Uberdruck durch kurz- 
dauernde Offnung des Hahnes R (Stellung 11) mit dem Druck der 
AuBenluft ins Gleichgewicht gebracht und dann mittels eines méglichst 


Grundumsatzbestimmungen zeigen eine Ubereinstimmung von 3 bis 4% 
und stimmen mit den Harris-Benedectischen Werten iiberein. Als Versuchs- 
personen dienten Mediziner, nach deren Bericht die Untersuchung an und 
fiir sich tiberhaupt keine Unannehmlichkeiten verursacht. 
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kurzen (10 bis 12 cm) Gummirohres der Hund mit dem Helm und somit 
mit dem Apparat verbunden. Gleichzeitig werden Barometer und beide 
Thermometer (7',, 7) abgelesen. 

Damit der Versuch mit Einatmung beginne, wird der Hahn R 
am Ende einer Ausatmung gegen den Apparat geéffnet (Stellung I) 
und der Zeitpunkt des Versuchsbeginns piinktlich notiert. Nach Ablauf 
von 12 bis 13 Minuten wird der Hahn R am Ende einer Ausatmung 
gegen die Zimmerluft gedffnet (Stelle 11) und somit eine Versuchsperiode 
beendet. Wahrend des Versuchs kann man die Zahl der Atemziige 
direkt an dem Hunde, noch besser aber an dem Manometer kontrollieren. 
Nachdem die Verbindung zwischen Helm und Apparat unterbrochen 
wurde, wird der Thermometerstand und die eventuelle Manometer- 
differenz wieder abgelesen, durch beide Proberéhren (S,, S,) Luftproben 
entnommen und analysiert!. 

Wenn eine Versuchsperiode beendet ist, wird der Apparat mit Hilfe 
einer an den Hahn FP angeschlossenen Wasserstrahlpumpe nach Entfernung 
der Gummistépsel B und C 20 bis 25 Minuten durchliiftet, wahrend welcher 
Zeit bis zu Beginn des nachsten Versuchs der Helm vom Kopfe des auf der 
Stelle ruhig liegenden Hundes entfernt werden soll?. Nach der Durch- 
liiftung wird der Apparat, wie oben beschrieben, mit Wasserdampf gesattigt 
und ist wieder versuchsbereit. 

Berechnung des Resultats. Die Berechnung eines Versuchs soll mit 
folgendem Beispiel erlautert werden. 

Hund Nr. 1. Gewicht 6250 g. Dauer des Versuchs 12’ 58’, Volumen 
des GefaBes (B 63,35 Liter). 





Vor dem Versuch Nach dem Versuch 


CQ,-Gehalt des GeféBes .. . . 1... 0,145 % 0,770 % 

N e a n Fp aang Marner x 78,992 % 79,225 % 
Os . > . eg ONE he a a oe 20,863 % 20,005 ©, 
lemperatur ‘ play, greene, Sees 22,2° C 22,5° C 
Dibreeneretint 8s! 5's SN, BR ER 4 0,0 em 0,0em 
Tension des Wasserdampfes bei Sattigung . . 19,9mm Hg 20.2 mm Hg 
MAINO oe ins Pe Cake alte 2 ae ee 100;8 


Mit Hilfe dieser Daten kann man den auf Normalvolumen reduzierten 
CO,- und O,-Gehalt des GefaBes vor und nach dem Versuch berechnen. 
Wird der CO,- und O,-Gehalt des Gefifes vor dem Versuch mit CO{ 
bzw. OF und nach dem Versuch mit CO§ bzw. Of bezeichnet, dann ist 


' Da ich mich in vielen Versuchen mittels Analyse der beiden ver- 
schiedenen Stellen entnommenen Proben iiberzeugt habe, daB die Mischung 
der Apparatluft vollstandig ist, geniigt auch die Entnahme der Luftprobe 
von einer der beiden Proberéhren. — ? Die Dauer der Durchliiftung kann 
selbstredend durch Anwendung zweier Wasserstrahlpumpen (angebracht 
an Offnung B und C) abgekiirzt werden. Wenn man durch einige Gas- 
analysen sich iiberzeugt hat, wieviel Zeit die Wiederfiillung des Apparates 
mit AuBenluft beansprucht, kann die Analyse der Apparatluft vor dem 
Versuch unterlassen werden. 
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die Menge des produzierten CO, = CO§$—-CO} und die Menge des ver- 
brauchten O, = COG- CO$. Den Energieverbrauch erhalt man, wenn 
man das Volumen der verbrauchten O, mit dem dem RQ. entsprechenden 
kalorischen Wert des O,* multipliziert. 

Ist das GefaBvolumen JV’, der reduzierte Barometerstand 2, der Wasser 


dampfsattigungsdruck 7, das Normalvolumen vor dem Versuch y. 


nach 
dem Versuch WV, dann ist: 
V.(B—T) 63,35. (759.7 — 19.9) 


Ve = 
9 160. (1+ eo) 760-(1 4 22,2 
760 - = 
T 973 


w 


97.10 norm. L 


63,35 . (759,7 — 20,2) 
99 5 


760-(1 + aa) 


57,08 norm. 1. 


57,08 . 0,770 


C Oe = = 439.5 norm. cem 
2 100 
57,10. 0,145 
CQse = fd win 82.8 
2 100 


€ 0,-Produktion 356,7 Sy, 


57,1. 20,863 


Qa = 912 
2 100 11 91 
57.08. 20,095 
O¢ 0. 
“ 100 11419 , 
0,-Verbrauch 493,00 
356,7 
). 0.72 
RQ. = “798 - 
Kalorischer Wert der Og 4,675 


Kinergiewechsel auf 1 kg pro 24 Std. 
93 .4,675 . 86400 ; 
a pal Bh 40,91 Kalorien. 


Versuche. 

Die Ergebnisse von an drei Hunden in der beschriebenen Weise 
ausgefiihrten Versuchen sind in Tabelle 1 und IL zusammengefaBt. 
Wie aus Tabelle I ersichtlich, wurden an jedem Tiere fiinf Grundumsatz- 
versuche ausgefiihrt. Die bei einem Tiere gewonnenen CO,- und O,-Werte 
und die aus letztem, mit Hilfe des RQ. berechnete Kalorienproduktion 
stimmen nicht nur miteinander gut iiberein, sondern, wie Tabelle II] 
zeigt, besteht auch UChereinstimmung mit jenen Grundumsatzwerten, 
welche mit den Hunden Nr. 1 und 2 mit Hilfe des Hari schen Respirations- 


kalorimeters (8) ermittelt wurden!. 


Nach der Magnus-Lewyschen Tabelle in’ Noordens Handbuch: 
Pathologie des *toffwechsels. ' Die Grundumsatzwerte, welche mit 
meinem Apparat bestimmt wurden, fallen um etwa 8 bis 10°, miedriger 
aus, da die Hunde eben wegen der Dressur und kiirzer dauernden Versuchs- 
zeit in vollster Ruhe verharren. 
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Tabelle 1. Grundumsatzversuche. 





Ge Zahl Auf 1 kg und 24 Std. 
lier wieht Datum Dauer Ae noal ars Energie 
des des - oe CoO oO sick Beto RQ. Anmerkung 
Tieres Versuchs zuge 2 : umsatz 
pro in 
Ni g 1934 Min. g g Kalorien 
8642 23. I. 4” 16 12,27 | 11,92; 39,32 | 0,747 
8642 23. I. 16 11,84 11,96 39,16 0,719 
8330 6. II. 15 12.40 12.46 40,78 0,723 


8480 10. IL. 
8480 10. II. 
12248 24. I. 
12248 24. I. 
12065 25. 
12065 25. 
12209 3. 
6020 27. V. 
6020 27. V. 
6020 30. V 
§250 1.V 
6250 1.V 


15 12,52 12,50 40,98 0,729 
16 12,48 1244 40,81 0,729 
16 10,20 10,63) 34,70 0,714 
16 10,41 10,41) 33,60 0,744 
14 10,06 9,84) 82,38 0,743 Grundumsatz 
13 10,54 10,24 82,99 0.748 
13 = 10,16: 10,02 32,90 0,737 
14 12,58 12,44 40,83 0,736 
14 12,61 12,25 40,36 0,748 
13 12,66 1240 40,82 0,743 
16 »=«:11,85 1248 40,66 0,699 
r a7 12,46 12,53 40,91 0,724 
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Tabelle IT. Fiitterungsversuche. 





Zahl Auf 1 kg und 24 Std. 


Ge- 
fa Dauer der ’ 
tier Webt Datum des | Atem- Energie 
rite des Atom | co, | og BRereie. mq. Anmerkung 
suchs pro in Kalo- 

Nr. g 1934 Min. g g rien 

1 | 83830 6.1L 12'31% 15 12,40 12,46 40,78 | 0,723! 0 Std. Grundumsatz 

1 8330 6.11. 1115 17 14,21 13,70 45,22 0,755 2Std. 17Min. nach 100g 
Rindfleischfiitterung 

1 $3306.11. 1225 14 12,82 12,82 41,80 0,782 4 Std. 45 Min. nach 
iitterung 

1 8330 6.11. 1243 15 12,83 12,46 40,76 0,718 7 Std. 40 Min. nach 
Fiitterung 

2 /12207) 3.11. 1210 12 | 10,16 10,02 82,90 | 0,737 Grundumsatz 

2 112207) 3.101. | 1207 16 12,99 10.46 35,86 |0903 2Std. nach Kohlen- 
hydratfiitterung, 50 g 

a _Wiirfelzucker 

2 /12207 3.11. 1205 15 | 10,04 10,68 34,73 0,684) 5 Std. 45 Min. nach 
Kohlenhydrat- 
fiitterung 


3 6020 30.V. 1222 14 12,66 12,40 40,82 0,743 Grundumsatz 

3 6020 30.V. 1204 14 | 12,44 13,61 43,87 0,665 1Std.30Min. nach Fett 
fiitterung (50 g 
Schweinespeck) 


3 6020 30.V. 1252 14 | 12,95 14,01 45,25 0,673 3 Std. 30 Min. nach 
Speckfiitterung 

3 6020 30.V. 1246 13 13,11 12,47 41,06 0,747 8 Std. 25 Min. nach 
Speckfiitterung 


In der Tabelle Il sind die Ergebnisse der Fiitterungsversuche 
wiedergegeben. Nach einer Grundumsatzbestimmung bekam Hund 
Nr. 1 100 g Rindfleisch, Hund Nr. 2 50 g Wiirfelzucker und Hund Nr. 3 
50 ¢ Speck. Es wurden dann in zwei bis dreistiindigen Abstanden 
Gaswechselbestimmungen angestellt. Die durch die verschiedenen 
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Lebensmittel verursachte spezifisch-dynamische Wirkung entspricht 
der Erwartung, die Riickkehr zu den Grundumsatzwerten und die 


Anderung der RQ. sind deutlich ersichtlich. 


Tabelle HI. Grundumsatzwerte auf | kg pro 24 Stunden gewonnen. 





Mit eigenem Apparat Mit Harischem Respirationskalorimeter 
Hund Cs 
COs, O. E . CO, O., : 
Nr. 7 " - RQ Kalorien a . RQ Kalorien 


1 12,30 12,26 0,729 40,21 13,81 13.49 0,742 44,40 
2 10,25 10,23 0,737 33,31 11,45 11,03 0,749 36,37 


Zusammenfassung. 


1. Es wurde ein im Prinzip von den allgemein benutzten wesentlich 
verschiedener Respirationsapparat beschrieben, in welchem die Atmung 
unter physiologischen Verhaltnissen ohne Einschaltung von Ventilen 
erfolgt. 

Die mit dem Apparat erhaltenen Grundumsatzwerte zeigen 
nicht nur untereinander eine gute Ubereinstimmung, sondern stimmen 
mit dem im Hérischen Respirationskalorimeter erhaltenen Wert 
uberein. 
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(Eingegangen am 26. Oktober 1954.) 


I. Die Verkettung der Umsetzungen im anaeroben Erholungsvorgang. 

Wir haben (1) tiber Versuche berichtet, in welchen die Adenosintri- 
phosphorsdure (ATP.), die im Muskelphosphatbrei, der mit Jodacetat 
vergiftet ist, sofort zerfallt, durch Zusatz von Phosphoglycerinsaéure 
fiir eine gewisse Zeit bestandig gemacht wird ; und iiber solche, in welcher 
im Fluorid-Phosphat-Muskelbrei der gleiche Effekt sowohl durch 
Phosphoglycerinsaure, als durch Brenztraubensiure bewirkt wird. 
Wir haben diese Erscheinung als eine Resynthese der nicht direkt 
desaminierbaren — Adenosintriphosphorséure aus Adenylsdure und 
Phosphatresten aufgefaBt, welche entweder von der Phosphoglycerin- 
siure aus, oder von einem Zwischenprodukt, direkt oder indirekt, 
jedenfalls aber nicht auf dem Wege iiber freies Phosphat iibertragen 
werden, denn dieses ist in den Kontrollversuchen reichlich anwesend: 
dieses Zwischenprodukt haben wir uns als sowohl von der Phospho- 
glycerinséure, als auch von der Brenztraubensdure aus erreichbar 
gedacht. Als wichtigstes Ergebnis dieser Versuche erscheint uns die Fest- 
stellung, dap die Resynthese der AT P. an die Umsetzungen eines innerhalb 
enger Grenzen definierbaren Intermedidrproduktes der Glykogenolyse ge- 
bunden ist. 

Diese Versuche und die zu jener Zeit bekanntgewordenen von 
Lohmann (2) haben zu Vorstellungen tiber das Wesen der Muskel- 
glykogenolyse gefiihrt (3) (4), die hier kurz zusammengefaBt werden 
sollen: 

1. Da in der Jodessigsiurevergiftung Phosphokreatin und ATP. zu 
Adenylsiure und Kreatin dephosphoryliert werden, dabei aber niemals 
freie Phosphate gefunden werden, sondern stets nur eine bedeutende Ver- 
mehrung der Hexosephosphorsaureester, so wurde die erste Etappe der 
ATP.-Spaltung als die folgende Reaktion formuliert : 

I. C,N,H,.C;H,O,.PO,H. P,O,H, ~ n (C,H)05), + H,O 


Adenosintriphosphorsaure Glykogen H,O 
C;N,H,.C;H,O,. PO,H, + C,H,)0, . [PO,;H.]. 
Adenylsiure Hexosediphosphorsiure. 


Diese Formulierung entspricht dem, was in der ersten Phase (5) der 
Tatigkeit eines mit Jodessigsiure vergifteten Muskels tatsachlich (6) (7) 
gefunden wird. 
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2. Als zweite Etappe wird die zweite Lohmannsche Reaktion aut 
vefaBt (2): 
Il. 2C,N,H,O,.PO,H, + C,N,H,.C,H,0,.PO,H, 


2 Phosphokreatin Adenylsaure 
C.N,H,. ¢ HO, POM . PO, 2 C,N, H,Q,. 
Adenosintriphosphorsaure 2 Kreatin 
3. Als dritte Etappe wurde in schematisierter Weise ein Wieder- 


autbau des Phosphokreatins aus Kreatin einerseits, und dem in Reaktion I 
gebildeten Kohlenhydratphosphorsiéureester andererseits formuliert : 
II. 2C,N,H,O, C, H,,O,(PO, He). 2C,N.H,O, . PO, H, SC EEO. 
2 Kreatin Hexose- 2 Phosphokreatin 2 Milch- 
diphosphorsaure saure 
Durch diese letzte Formulierung sollte eine Cbertragung des Phosphors 
aus einem Intermediirprodukt des Abbaues ausgedriickt werden, dessen 
Anfangsglied die Fructosephosphorsaiure, dessen Endglied im normalen 
CGesehehen des Muskels Milchsaure ist. 
Wenn die drei Gleichungen summiert werden, so ergibt sich die Gleichung 
der Glykogenolyse : 
n (CyHoOs)n + H2O 2 C,H, Os. 
Glykogen H,O 2 Milchsaure 
Addiert man die zweimal genommene Gleichung [| und die Gleichung II 
und dazu die Gleichung der Desaminierung: 
C,N,H, .C,;H,O, . PO,H, H,O C.N,H,O.C,H,O,. POH, N H,, 
Adenylsiure H,O Inosinséiture — Ammoniak 


so erhalt man: 


C;N;H,.C;H,O,.PO,H. P,O,H, + 2C,N,H,O, . PO,H, 


Adenosintriphosphorsaure 2 Phosphokreatin 
2 n (C,H,,0,), + 2H,O = C,N,H,O.C,H,O,.PO,H, + NH, 
2 Glykogen Inosinsaure Ammoniak 
2C,N,H,O, + 2C,H,,O0, (PO,H,),, 
2 Kreatin 2 Hexosediphosphorsaéuren 


was dem Endzustand der Umsetzungen eines zur Erstarrung gereizten, 
mit Jodacetat (JA.) vergifteten Muskels entspricht. 

In dieser Auffassung der Vorgange in der anaeroben Muskelerholung 
erscheinen also die drei Umsetzungen, ausgehend vom Glykogen, der 
ATP. und dem Phosphokreatin als Teilvorgange der Glykogenolyse. 
Von dem Hauptzyklus, der im normalen Verlauf nur die Spaltung von 
Glykogen zu Milchsaéure ergibt, zweigen Nebenvorginge ab, als deren 
Beispiel die bei aufgehobener Milchséurebildung vollstandig ver- 
laufende Desaminierung der Adenylséure angefiihrt ist. 

Es wird dabei die Annahme gemacht, dab die Phosphatreste 
wahrend der Umsetzungen der drei Reihen nicht frei werden, sondern 
von organischen Molekiilen aufeinander iibertragen werden. Die ein- 
zeInen Reaktionsteilnehmer erscheinen also als  Phosphatdonatoren 
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und Phosphatakzeptoren. Dab ein soleher Zusammenhang fir die 
Diphosphorylierung der Adenylséiure durch Phosphokreatin  besteht, 
ist von Lohmann (2) gezeigt worden; da® dasselbe fiir die Spaltung 
der ATP. gilt, geht aus allen Versuchen hervor, die an mit Jodessig- 
siure vergifteten Muskelpraparaten angestellt worden sind. Fir die 
Vorginge des tieferen Abbaues der Kohlenhydrate, mit welchem der 
Wiederaufbau des Phosphokreatins zusammenhangt, war diese Annahme 
zuniachst eine Hypothese, die gepriift werden muBte. Ks erscheint von 
vornherein denkbar, daB — neben der direkten Phosphatiibertragung 

in den Vorgingen des tieferen Abbaues Phosphate in Freiheit gesetzt 
werden; und daB in einer direkten Veresterung von anorganischen 
Phosphaten die abgespaltenen Phosphate an einer anderen Stelle der 
Reaktionsfolge wieder eingreifen. 


2. Die Dephosphorylierung der Adenosintriphosphorsiure im Muskelbrei. 

Alle hier beschriebenen Versuche werden nicht im_ ,,Phosphat- 
muskelbrei‘*, wie in der friiheren (1) Arbeit, sondern im konzentrierten 
Muskelbrei angestellt, der durch Verreiben von Temporarienmuskeln 
(frisch gefangene Herbstfrésche) mit etwa der gleichen Menge destillierten 
Wassers (0,6 bis 1 Vol.) und etwas Quarzsand, bei Zimmertemperatur, 
erhalten wird. Alle hier mitgeteilten Versuche sind im September und 
Oktober ausgefiihrt worden. Es werden fiir ein Versuchspaar die ab- 
praiparierten symmetrischen Muskeln der gleichen Tiere verwendet. 
Die Ammoniakabspaltung bleibt fiir etwa 10 bis 30 Minuten aus; wenn 
der Muskelbrei mit Jodessigsiure vergiftet ist, die im Verhaltnis 1 lego mol. 
waihrend des Verreibens dem Brei zugefiigt wird, so ist in der Regel 
in 5 Minuten die maximale Ammoniakbildung erreicht, die ATP. und 
das Phosphokreatin sind vollstandig gespalten. Die Aufarbeitung 
erfolgt durch EnteiweiBung mit Trichloressigsiure; das Filtrat wird 
einerseits auf Ammoniak, andererseits auf die Phosphorfraktionen 
nach Lohmann analysiert: anorganisches Phosphat, Phosphokreatin, 
Pyrophosphat, mittelschwer hydrolysierende Ester, schwer hydroly- 
sierende Ester und Gesamtphosphat werden nach den iiblichen Me- 
thoden (8) bestimmt. Die besondere Bestimmung der ATP. (1) war 
in diesem Zusammenhange entbehrlich. 

Genau wie Lundsgaard und Lohmann (6) (7) haben wir stets ge- 
funden, daB im Jodacetatmuskelbrei (J A.-Brei)! wenig freies Phosphat 
gefunden wird. Wir haben in Versuchen ohne Zusatz anderer Substanzen 
Werte fiir anorganische Phosphate gefunden, welche nach 5 Minuten 
Inkubation des JA.-Breies zwischen 23 und 36 mg-", P und nach 
10 Minuten zwischen 13 und 28 mg-°, P lagen. 


' Diese Abkiirzung werden wir im folgenden benutzen. 
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Wenn ATP. zugesetzt worden ist, so ergab sich genau dasselbe. 
Auch das Dreifache der im Muskel enthaltenen ATP., beim Zerreiben 
in den Brei eingertthrt, ergibt nach vollstandiger Aufspaltung und 
Desaminierung der ATP. nur 34 mg-°, anorganisches Phosphat. Es 
wird folglich bei der Aufspaltung der ATP. der Phosphatrest direkt 
in die Fraktion des Harden- Young-Esters iibertragen. Es ist nicht 
einzusehen, warum die Abspaltung freien Phosphats und eine nach- 
folgende Veresterung anzunehmen waren. 

In einem unvergifteten Muskelbrei verliuft der Vorgang anders: 
Man findet nach 10 Minuten Inkubation mehr freies Phosphat als im 
Muskel, der mit Trichloressigsaure sofort zerrieben wird. Im letzteren 
Fall betragt der Gehalt an anorganischem Phosphat 38 mg-°,, P, 
10 Minuten langer Inkubation 69 mg-°,, P. Aus solchen Versuchen 
hat man auf Abspaltung von Phosphat aus der ATP. geschlossen: 
Wir haben Grinde anzunehmen, daf unter diesen Bedingungen ab- 


nach 


gespaltene- Phosphat aus den tieferen Abbaureaktionen der Glykogeno- 
lyse stumn.t und nicht unmittelbar aus der ATP. Wir werden zeigen, 
daB cin «:nlicher Endzustand in bezug auf das anorganische Phosphat 
im Jodacetatmuskelbrei geschaffen wird, wenn Phosphoglycerinsdéure 
zugesetzt worden ist. Wir behaupten daraufhin, daB im Muskel aus der 
ATP. keine freien Phosphate abgespalten werden, sondern dab eine 
direkte Ubertragung der Phosphatreste auf Glykogen erfolgt. 


3. Werden im Muskelbrei anorganische Phosphate mit Gluciden estrifiziert? 


Diese Frage ergibt sich unabhangig von der im vorigen Kapitel 
behandelten. Wir haben sie in folgender Weise zu beantworten versucht. 

Jodacetatmuskelbrei (in dem einen Versuch wurden die Tiere ver- 
giftet und aus den Muskeln der Brei angefertigt, in anderen Versuchen 
erst der Brei mit JA. vergiftet) wurde einer 7 Minuten langen Inkubation 
unterworfen, nach welcher die ATP. vollstandig dephosphoryliert, 
die gebildete Adenylsiure desaminiert ist und Phosphate in ver- 
schwindend geringer Menge vorhanden sind, In diesem Zustand wurden 
Phosphate zugesetzt, und zwar in einer Menge, welche 100 mg-°,, P 
(in bezug auf den Muskel) entsprach; nach weiteren 10 Minuten waren 
48°, des zugesetzten Phosphors in die Esterfraktion tibergeftihrt. 
In einem analogen Versuch, in welchem die gleiche Phosphormenge 
in Form von abspaltbarem P der Adenosintriphosphorsaure zugesetzt 
worden ist, war aller Phosphor in die Ester tibergefiihrt. Es erfolgt also 
die Veresterung des Glykogens schneller mit der ATP. als mit freiem 
Phosphat. Es folgt daraus, daBb die Veresterung der Phosphate mit 
Glykogen auch unabhangig von der ATP.-Spaltung — Inosintriphosphor- 
siure kommt in JA.-Brei nicht in Frage erfolgen kann. 
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4. Die Synthese des Phosphokreatins aus Phosphoglycerinsiure. 

Nach der Feststellung, daB durch Zusatz von Phosphoglycerin- 
siure' zu JA.-Brei die Ammoniakbildung hintangehalten, die ATP. 
fiir eine bestimmte Zeit stabilisiert wird, haben wir diese Erscheinung 
auf eine laufende Resynthese der Adenosintriphosphorsaure aus Adenyl- 
siure bezogen und die Lohmannsche Reaktion als Zwischenvorgang 
aufgefaBt (Reaktion IIl der Formulierung von Parnas und Ostern). 
Ob sich ein Wiederaufbau von Phosphokreatin in JA.-Brei durch 
Phosphoglycerinsdure bewirken JaBt, blieb nachzuweisen. Wir haben 
Versuche angestellt, in welchen wir das Phosphokreatin — neben den 
anderen Phosphorfraktionen — bestimmt haben: im JA.-Brei mit 
Phosphoglycerinsaure und in Kontrollen mit Jodacetat, aber ohne 
Phosphoglycerinséure. Der Zusatz von phosphoglycerinsaurem Natrium 
(pu 7) ergab im JA.-Brei Phosphokreatinwerte, die héher sind als im 
frischen Muskel: ohne diesen Zusatz ist der Phosphokreatingehalt 
im JA.-Brei praktisch Null. Wenn auBer Phosphoglycerinsiure Kreatin 
in den Brei eingeriihrt wird, so finden wir Phosphokreatinwerte bis 
115 mg-°,, P. 

Damit ist der Nachweis erbracht, daB Phosphokreatin im Muskelbrei 
aus Phosphoglycerinsdéure oder aus einem der Phosphoglycerinsaure sehr 
nahestehenden weiteren Abbauprodukt synthetisiert werden kann. 
Diese Reaktion erfolgt mit einer gréBeren Geschwindigkeit als die 
Aufspaltung der ATP. 

Diese Feststellung ist deshalb wichtig, weil aus ihr hervorgeht, 
daB bei Jodessigsdurevergiftung die Resynthese des Phosphokreatins 
und der Adenosintriphosphorsdure deshalb nicht erfolgt, weil der Abbau 
der Fructosediphosphorsdéure nicht bis zu demjenigen Phosphatdonator 
hiihrt, der fiir die Ubertragung des Phosphatrestes auf Kreatin als Akzeptor 
spezifisch ist (vgl. nachfolgende Mitteilung von P. Ostern). Aus Versuchen 
von Frau C. Lutwak-Mann (nicht publiziert) geht hervor, daB schon 
die Diphosphoglycerinséure aus Blutzellen in dieser Beziehung un- 
wirksam ist. 

Wir haben versucht, ob die Kreatinsynthese aus Phosphoglycerin- 
siure im J A.-Brei noch stattfindet, wenn (wie in einem oben angefiihrten 
Versuch) der Zusatz des Phosphatdonators nach Inkubation des J A.- 
Breies folgt. Unter diesen Umstanden hatte der Phosphatdonator 
keinen Effekt: Es wurde kein Phosphokreatin und kein Pyrophosphor- 
sdiurederivat aufgebaut, die zugesetzte Phosphoglycerinsaure vermehrte 
hauptsachlich nur die Fraktion der schwer hydrolysierbaren Phosphat- 


verbindungen. 


' Wir verdanken reine Phosphoglycerinsiure der groBen Freundlichkeit 
von Herrn C’. Neuberg. 





7 


Uber die Verkettung der chemischen Vorgange im Muskel. 


| QO] e4eztom 


Ol 


Ol 


OT 


Ol 


OT 


OT 


“UTI 


uolueqnyuy 


JOUYPItaFUIN paysn_ Uap joe 





cee Trey, 
-Ula (q %- SUL GG) BX SoangsurseoApS 
-oydsoyd gy/u uid gy ‘uly OT youn 


sf os ts 8 Cte wo GT + 483008 
-pop QTum woo zo + jeysnyy 3 )'F 
Pa &* ews . O*H uwloo Cy +t R908 


-por gy/m woo zg + jexysny 3 LF 


st * * @g %-3ul got) BN seunes 
-unaok{soqdsoyd Q]/u woo ett + 
uljwoly OT wu woo CT + 48}08 


“pop OI/m wo BQ + Pysn 3 o> 


“8 eS eS > a ee 
BN saanesutook;Soydsoyd = gy /w 
woe, + OF Uo GT +  yR}e08 
-poe gy/u unos zg + joysnyy JCF 
woo TT + (q %-Sul G'cg) BN saanes 
-uladApSoydsoyd gy/ur wi9d 7] 


~ 


yejooRpor QT/U Utd Z‘Q + Joysny 3 G‘c 





"+ OSH woo 9% + yeeoRpor OT/w 
woo 79 + Caodwez "y) jeysnyy 3c‘ 


‘es ss 9 ¢ * * * sqTeMTO}US ONES 
-BISSOLO[YOLL], JLUL JAOFOS JOYsN] 5 G‘C 


zyesuy 











o- Tul UL ZIWSNZ-d » 





sO J. K. Parnas, P. Ostern u. T. Mann: 


Tabelle la. 





Versuchs-Nr. (siehe Tabelle I) 


l2a 8a 8b 9a 9b l0a 10b 


Anormeramener Fw cs. se 6 os 38,4| 13) 64,2; 91) 65 23,5 35,4 
Phosphokreatin-P (po — Panorg.) - 37,0| @ | 81,8] 74/5115, 6 7) 
Adenosintriphosphorsiure-P (ATP. -p , 

[(p7 — Po) — (p30 — P7)] 80,6, @ | 35,0} 29: 38; 6 4“ 
Pi20 — Po — ATP.-P  (hauptsic shlich 

Fructosediphosphorsiure)  . 26 | 97) 240' 66] 40 107,1) 139,6 
Schwer hydrolysierbare Ester (Gesamt-P | 

ee eee ce me eC 38 | 45 69 126 
Gesamt-P. ... 2... 56+. « (172 | 142/287 | 298 |8038)195 | 800 


Durch die Arbeit von Lohmann und Meyerhof (9) ist bekannt 
geworden, daB die Umsetzung der Phosphoglycerinsaure tiber die 
Phosphobrenztraubensaiure verlauft, und daB die Phosphatabspaltung 
aus der Phosphobrenztraubenséure nur in Gegenwart der Adenylsaure 
oder der ATP. stattfindet ; die letztere wird als Co-Enzym dieser Spaltung 
bezeichnet. Mit dieser Feststellung stimmt unsere Beobachtung iiberein, 
daB nach Aufspaltung und Desaminierung der ATP. keine Synthese 
von Phosphokreatin aus Phosphoglycerinsaure stattfindet. Die Beob- 
achtungen von Meyerhof und Lohmann, sowie die unseren sind schwer 
zu deuten. Eine naheliegende Vermutung ware, daB die Abspaltung 
der Phosphatreste aus der Phosphoglycerinsaiure zuerst zur Diphosphory- 
lierung der Adenylsaure fiihrt, und daB aus der gebildeten ATP. das 
Phosphokreatin aufgebaut wird. Die Lohmannsche Reaktion ware 
demnach eine Gleichgewichtsreaktion: 

2 C,N,H,O, . PO,H, + C;N;H,. C;H,O,. PO,H, 


2 Phosphokreatin Adenylsaure 
<> C;N,;H, .C;H,O,.PO,H . P,O,H; + 2 C,N,;H,0O,; 
Adenosintriphosphorsaure 2 Kreatin 


sie wiirde je nach den angeschlossenen Reaktionen, der ihre Produkte 
unterliegen, nach rechts oder links verlaufen. So wiirde beim Verbrauch 
der ATP. zur Bildung der Kohlenhydratester das Phosphokreatin aufge- 
braucht, beieiner iiberschiissigen Phosphorylierung der Adenylsaure durch 
Phosphoglycerinsaéure kénnte — bei vollstaéndiger Besetzung der Adeny]- 
siure — eine Anhéufung von Phosphokreatin zustandekommen. 

Als andere Alternativen kimen die Annahmen in Betracht, da} 
als unmittelbare Phosphatakzeptoren entweder das Kreatin allein und 
direkt, oder aber sowohl Adenylsdure als Kreatin wirken. Diese Annahmen 
seien durch folgendes Schema veranschaulicht: 

Phosphoglycerinsaure 
Kreatin Adenylsiure 


4 
- Adenylsiure F F P 
Phosphokreatin —» Adenosintriphosphorsiure 
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Diese Auffassung gibt sowohl die Beobachtungen von Lohmann 
als auch die unseren wieder, ohne weitere Annahmen; sie enthalt aber 
keine Deutung fiir die Co-Enzymrolle der Adeninderivate beim Abbau 
der Phosphoglycerinsaure. 

Wir haben versucht, ob durch Zusatz von Adenosintriphosphor- 
saure zu JA.-Brei ein ahnlicher Aufbau des Phosphokreatins zu erzielen 
ist wie durch Phosphoglycerinsiure. Wir haben Versuche gehabt, 
in welchen nach 10 Minuten Inkubation des JA.-Breies noch 30 mg °, 
Phosphokreatin-P gefunden worden sind, andere, die véllig negativ 
waren. Solche Versuche sind durch die gewaltige Desaminierung er- 
schwert, welcher die einmal freigewordene Adenylséure unterliegt. 
Es kénnte sein, daB sich die struktur- oder fermentgebundenen Re- 
aktionsteilnehmer anders verhalten, als wenn sie zugesetzt werden. 

Wie dem auch sei, man kann sich auf Grund der neuen Versuche 
iiber den Aufbau des Phosphokreatins eine Vorstellung iiber die Rolle 
der Guanidinphosphagene im chemischen Geschehen des Muskels 
bilden. |Adenylsiurepolyphosphate werden auf verschiedene Weise 
synthetisiert, durch Glykogenoclyse ohne Phosphagene, wie in Garungen ; 
durch oxydative Vorgange unter Mitwirkung von Phosphagenen, wie 
im Skelettmuskel und Herzen; ohne Phosphagene in Blutzellen (11) 
(12) (13). Die Phosphagene erscheinen in den motorischen Organen 
und in Herzen: was ist ihre Rolle? Vermutlich stellen sie eine 
unmittelbare Reserve fiir die Diphosphorylierung der Adenylsdure 
dar, eine Bereitschaft fiir den Wiederaufbau dieses im anaeroben Be- 
trieb des Muskels wichtigen Zwischenstoffs, welcher sonst durch 
Desaminierung der Ausschaltung verfallt, falls er nicht sofort wieder 
aufgebaut wird (1). 


5. Der weitere Verlauf der Vorginge, welche im Jodacetatmuskelbrei durch 
Phosphoglycerinsiure ausgelist werden. 

Wir haben die Wirkung der Phosphoglycerinsaure, die zum J A.-Brei 
zugesetzt worden ist, als dynamisch aufgefaBt, indem wir annehmen: 

1. DaB der Abbau der Phosphoglycerinsaure als eines spezifischen 
Phosphatdonators zur Resynthese des Phosphokreatins und der ATP. 
fiihrt, und zwar aus Kreatin und aus Adenylsaure, die im Muskelbrei, 
infolge der Phosphorylierung des Glykogens aus Adenosintriphosphor- 
siure gebildet worden sind. Wenn diese Annahme richtig ware, so 
miiBte die Phosphoglycerinsiure verbraucht werden, und es mibten 
die Vorgange schlieBlich zu einem ahnlichen Zustand fiihren, wie er 
ohne Zusatz von Phosphoglycerinsdéure im J A.-Muskelbrei direkt erreicht 
wird. Dieser Zustand ware dadurch charakterisiert, daB die Pyro- 
phosphatreste aufgespalten, die Adenylsaure zu Inosinsiure und Am- 
moniak desaminiert, das Kreatin frei ware. Es ware zu erwarten, 
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daB die Phosphatreste zum gr6Beren Teil in Fructosediphosphorsaure, 
zum geringeren wahrscheinlich im freien Zustand vorhanden waren, 
wie wir es in den Versuchen mit Zusatz von Phosphoglycerinséure 
feststellen. Versuche mit auf 15 und 30 Minuten verlangerter Inkubation 
haben gezeigt, da diese Annahme zutreffend ist. 


Tabelle II. 





Ver- Inku- Ge 
suchs- Ansatz bation Panorg. Po Pi | P30 Prive na NH;-N 
Nr. Min. 

54 ¢ Muskel | 


+0,2cem m/10 Jod- 
acetat + 1,5 cem | 
lla phosphoglycerin- 1 
saures Na 
(80 mg-%, P)* 
+ 1,5 cem H,0O 
lib wie Ila 30 | 45,8 59,5 90,5 123 169) 227 | 8,45 


* P-Zusatz in mg-°), auf den Muskel umgerechnet. 


5 | 52,5 | 683/99 '130 167; 224 | 817 


Tabelle Ila. 








Versuchs-Nr. Versuchs-Nr. 
lla lib lla llb 
Anorganischer P. . . | 52,5 45,8 | pyo—-po—ATP.-P . . . | 98,7. 109,5 
Phesphokreatin-P Schwer _hydrolysierbare 
(po - Panorg.) Sta ae See Ester (Gesamt-P — pj99) 57 58 
Adenosintriphosphor- Gesamt-P . 2... 2. 224 0 227 
saure-P (ATP.-P) 
[(p7— Po) — (p30 — p7)] ] 6 


Es geht daraus hervor, dap die Wirkung der Phosphogl ycerinsdure eine 
voriibergehende ist und mit dem Abbau dieses Stoffes zusammenhdngt. 


6. Die Frage der Phosphatabspaltung. 

Wir haben oben bemerkt, daB im JA.-Brei weder aus eigener, noch 
aus zugesetzter ATP. Phosphate in Freiheit gesetzt werden; dagegen 
findet man eine Vermehrung der freien Phosphate sowohl im _nicht- 
vergifteten Muskelbrei, als auch im JA.-Brei, wenn Phosphoglycerin- 
sdiure zugesetzt worden ist. Der Ursprung des freigewordenen Phosphats 
ist nicht klar, aber er diirfte nicht in der Phosphatabspaltung aus der 
ATP. zu suchen sein. Die einfachste Annahme ware, dab beim Umsatz 
der Phosphoglycerinsaéure neben der Phosphatiibertragung eine Phosphat- 
abspaltung — im Sinne des Glykolyseschemas von Embden und Me yer- 
hof — stattfindet, und daB die abgespaltenen Phosphate spater durch 
langsamere direkte Veresterung in den Phosphatkreislauf der Glykolyse 


eingehen. 
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7. Die Rolle der Phosphoglycerinsiure im Muskel wird am mit Jodessigsiiure 
vergifteten schlagendem Froschherzen nachgewiesen. 


Die hier angenommene Rolle der Phosphoglycerinsaéure im anaeroben 
Geschehen des Muskels laBt sich in Versuchen an iiberlebenden schla- 
genden Froschherzen bestatigen. Die Versuche sind sehr einfach. 
Zwei Herzen von R. esculenta werden an Fiihnerschen Kaniilen befestigt : 
sie schlagen unter Ringerscher Lésung; es wird kein Sauerstoff zugefiihrt, 
aber auch nicht besonders fiir SauerstoffausschluB gesorgt. Bald nach 
Aufstellung wird die Ringersche Lésung innen und auen ersetzt: 
fiir das eine Herz durch Ringerlésung mit Zusatz von Jodessigsaure 
bis auf !/,-¢9molar, fiir das andere Herz durch Ringerlésung, die in 
bezug auf Jodessigsiure | ,;5,molar, in bezug auf Phosphoglycerin- 
siure !/15, bis '/,;)molar ist. Das Herz ohne Phosphoglycerinsaure 
blieb in einem Versuch nach 6 Minuten mit véllig gedehntem Vorhof 
stehen, das andere schlug '), Stunde weiter; der Vorhof ist etwas ge- 
dehnt, die Schlage stark und regelmaBig. Das schlagende Herz wird mit 
Ringerlésung ausgewaschen und Jodacetat-Ringerlésung ohne Phospho- 
glycerinsaure zugesetzt. Nach 2 Minuten bleibt das Herz stehen. 
Nachtraglicher Zusatz von Phosphoglycerinséure zum stehenden Herzen 
brachte nur den Sinus zum Schlagen. In den Versuchen von Clark 
und Eggleton (14) ist gezeigt worden, daB im Jodacetatherzen der Gehalt 
an Phosphagen durch Oxydationsvorgange auf dem fiir das Schlagen 
unentbehrlichen Niveau erhalten wird. Hier diirfte dasselbe von der 
Phosphoglycerinsiure bewirkt werden, aber das bleibt noch nachzu- 
weisen. 


S. Diskussion. 


Die Vorginge der Glykogenolyse, in welche Abbau und Wieder 
aufbau von Adenosintriphosphorsiure und Phosphokreatin verflochten 
sind, bedeuten, als Ganzes genommen, den anaeroben Erholungs- 
vorgang des Muskels. Wenn dieser Vorgang von Glykogen bis Milch- 
siure abgelaufen ist, so hat der Muskel die Arbeitsfaihigkeit des frischen 
Muskels zum Teil wiedererlangt; dabei hat er Glykogen verloren, 
ist mit angehiuftem Lactat belastet; Phosphokreatin und ATP. sind 

bei gelinder Ermiidung nicht wesentlich verandert; von der 
geringen Desaminierung des Adeninderivats kénnen wir absehen. 
Die Glykogenolyse beginnt zugleich mit der Spaltung der Adenosin- 
triphosphorsaure: ihr erster Schritt, die Bildung der Hexosediphosphor- 
siure, ist mit dem Zerfall der ATP. synchron. Daf die Milchséure 
spater auftritt, daB sich ihre weitere Bildung nach den Zersetzungen der 
Adenin- und Guanidinderivate feststellen laBt, bedeutet nach unserer 
Auffassung nur, dap sie das Endprodukt von Umsetzungen ist, welche 
gleichzeitig mit der Spaltung der ATP. eingesetzt haben. 


6* 
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In den Zuckungen des mit JA. vergifteten Muskels wird nur etwa 
ein Viertel der Energiemenge frei, die ein unvergifteter Muskel unter 
anaeroben Bedingungen entwickeln kann. Die Glykogenolyse bewirkt 
also anaerobe Erholung: nicht nur in dem Sinne, daB sie in endothermen 
Reaktionen Phosphokreatin und ATP. aufbaut, die dann ihrerseits 
in exothermen Reaktionen wieder abgebaut werden kénnen. 

Man kann den ganzen Zyklus in folgendem Schema zusammen- 
fassen, in welchem die Auffassung der Glykogenolyse von Hmbden (17), 
sowie Meyerhof (18) und Lohmann, und unsere Auffassung vereinigt 
sind. Das Bild ist natiirlich ein Schema. Es ist darin weder die Bildung 
der Hexosemonophosphorsaiure, noch die Ammoniakbildung —beriick- 
sichtigt; das Methylglyoxal ist ebenfalls unberiicksichtigt. Der Ort 
der Abspaltung von anorganischen Phosphaten, die wir in langsamer 
Veresterung in den Kreislauf zuriickgeleitet denken, ist unbestimmt. 
Die Frage ist offen, ob der Phosphatrest, der bei der oxydoreduktiven 
Umsetzung zwischen Phosphoglycerol und Brenztraubensdéure von der 
gebildeten Phosphoglycerinsiure abgegeben werden kann, ebenfalls 
an das Kreatin abgegeben wird oder in Freiheit gesetzt wird. Diese 
Alternativen sind im Schema durch kleine Buchstaben angedeutet. 

Das Schema enthalt einen Kreislauf und einen Abbau, die Kohlen- 
hydrate und ihre Spaltungsprodukte nehmen zwischen Hexosedi- 
phosphorsaurester und Phosphoglycerinsaéure am Kreislauf des Phosphors 
teil. Die Reaktionen dieses Kreislaufs sind energiearme Reaktionen; 
sie sind bekanntlich zum Teil in der Richtung des Kreislaufs endo- 
therm (15). Sowohl im normalen als im JA.-vergifteten Muskel ver- 
Jaufen sicher freiwillig: die Phosphoriibertragung aus ATP. auf Glykogen 
und aus Phosphokreatin auf Adenylséiure; die Phosphoriibertragung 
aus Phosphoglycerinsiure auf Kreatin kann freiwillig verlaufen, sie 
bleibt im JA.-Muskel aus, weil keine Phosphoglycerinséure entsteht 
(vgl. die nachfolgende Abhandlung von P. Ostern). 

Bekanntlich ist der wesentlichste Teil der Energieentwicklung 
zwischen Glykogen und Milchséure mit den letzten Stufen des Abbaues 
verbunden [Neuberg und Hofmann (16)]; ihre Quelle ist die Oxydo- 
reduktion zwischen Brenztraubenséure und Phosphoglycerol. Wahr- 
scheinlich verweist diese energiereiche Umwandlung der Brenztrauben- 
siure und des Phosphoglycerols den KreisprozeB auf die Seite der 
energiearmen Umwandlungen des Kohlenhydrats. 


Unter den experimentellen Bedingungen erzwingen wir im J A.-Brei 
und im itiberlebenden Froschherzen durch Zusatz von groBben Mengen 
von Phosphoglycerinsiure die Synthese von Phosphokreatin und von 
ATP. Was dies fiir die Wiedererlangung der Arbeitsfahigkeit des Herzens 
bedeutet, geht aus dem Versuch nicht hervor: wie wir tberhaupt 
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keine Aussage dariiber 
machen kénnen, auf 
welche Weise — die 
Wiederherstellung der 
Arbeitsfihigkeit des 
kontraktilen Gewebes 
mit den 
Etappen des Kreislaufs 
zusammenhangt. 


einzelnen 


Zusammenfassung. 


1. Eswirdeine Auf- 
fassung des Zusammen- 
hanges zwischen den 
drei Umwandlungs- 
reihen im anaeroben 
Stoffwechsel des Mus- 
kels entwickelt, in 
welcher Abbau und 
Aufbau der Adenosin- 
triphosphorsaure, des 
Phosphokreatins und 
die Glykogenolyse in 
Zusammenhang — ge- 
bracht und als durch 
direkte Phosphatiber- 
tragungen zusammen- 
hangend _ betrachtet 
werden. 

2. Im Zusammen- 
hang damit wird die 
Phosphatabspaltung 
aus Adenosinphosphor- 
siure als Ubertragung 
auf das Glykogen unter 
Bildung von Hexose- 
diphosphorsaure 
ohne intermediare Bil- 
dung von anorgani- 
schen Phosphaten 
angesehen, und gezeigt, 
warum die im unver- 
gifteten Muskelbrei ab- 
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gespaltenen Phosphate aus einer anderen Quelle stammen miissen als 
aus der Adenosintriphosphorsaure. 

3. Anorganische Phosphate kénnen im Jodacetatmuskelbrei, in 
dem keine Adenosintriphosphorsiure mehr enthalten ist, verestert 
werden. 

4. Im mit Jodacetat vergifteten Muskelbrei erfolgt eine Synthese 
von Phosphokreatin aus zugesetzter Phosphoglycerinsaéure, nicht aber 
aus Phosphaten. Auch zugesetztes Kreatin wird an Phosphat gebunden. 
Aus der Phosphoglycerinsiure entsteht dabei Brenztraubensaure. 
Die Erhaltung des Gehalts an Adenosintriphosphorsaure und an Phospho- 
kreatin im Jodacetatmuskelbrei hingt mit dem Abbau der zugesetzten 
Phosphoglycerinséure zusammen, und nach Aufspaltung der zugesetzten 
Menge verlauft alles so weiter wie im einfach mit Jodacetat vergifteten 
Muskel. 

5. Ein mit Jodacetat vergiftetes Froschherz kann durch Phospho- 
glycerinsaurezusatz schlagend erhalten werden. 

6. Es wird ein Schema der Verbindung der drei Hauptreihen des 
anaeroben Muskelstoffwechsels gegeben. 
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Uber den Mechanismus der Jodessigsiurevergiftung. 
Von 
P. Ostern. 
[Aus dem Medizinisch-Chemischen Institut der Universitat Lw6éw (Lemberg) ]. 


(Eingegangen am 26. Oktober 1934.) 


Im Zusammenhang mit der Aufklarung der Vorgange, aus welchen 
die Spaltung von Glykogen zu Milchsdéure besteht, haben G. Embden! 
sowie O. Meyerhof? auch die Angriffsstelle der Jodessigsiure sowie des 
Fluorids bei der Glykolyse des Muskels bestimmt. Beide Forscher 
haben tbereinstimmend gefunden, da die Fluoridvergiftung den 
CUbergang von Phosphoglycerinsiure in Brenztraubensiure aufhebt: 
der Angriffspunkt des Fluorids ist kiirzlich von Lohmann und Meyerhof (1) 
noch genauer festgelegt worden. Die Umwandlung von Phosphoglycerin 
siure in Phosphobrenztraubensaiure ist gegen Fluorid empfindlicher 
als die Dephosphorylierung der letzteren. 

Als Wirkung der Jodessigsiure betrachten sowohl G. Embden 
als O. Meyerhof eine Aufhebung der Oxydoreduktion zwischen Brenz- 
traubensaure und Phosphoglycerol, die Milchsaure und Phosphoglycerin- 
sdure liefert. Diese Auffassung stiitzt sich auf Versuche, in welchen 
in Jodacetatbrei bzw. Extrakten Phosphoglycerinsaure zu Brenztrauben- 
siure umgewandelt wird, dagegen keine Milchséure aus Brenztrauben- 
siure und Phosphoglycerol entsteht. 

Unsere Beobachtungen tiber die Phosphatiibertragung aus Phospho- 
glycerinsaure auf Kreatin und Adenylsaure in Jodacetatbrei enthielten 
Tatsachen, welche mit der Auffassung, nicht mit den Beobachtungen 
von Embden und von Meyerhof im Widerspruch standen. Aus Phospho- 
glycerinsaure wird im Jodacetatbrei Phosphekreatin gebildet, der 
Gehalt an Adenosintriphosphorsdure dadurch aufrecht erhalten; die 
Ammoniakbildung ist gehemmt, und zwar solange, wie die Phospho- 
glycerinséure nicht aufgebraucht ist. Zusatz von Fructosediphosphor- 
siure hat keine von diesen Wirkungen: und das versteht sich ja von 
selbst, denn dieser Ester entsteht im Jodacetatbrei reichlich. Auch 
Phosphoglvceraldehyd* zeigt keine hemmende Wirkung auf die Am- 


1 Uber den Angriffspunkt der Jodessigsiure und des Fluorids hat 


Embden im Mai 1933 in einem Vortrag in Basel gesprochen. 2 Nach einem 
Vortrag von O. Meyerhof; vgl. Nature 182, 337, 1933; Meyerhof u. Kiess- 
ling, diese Zeitschr. 264, 40, 1933. — 3 Der Nachweis, da unter den 


Bedingungen dieses Versuchs aus Phosphoglycerinséure Brenztraubensiure 
abgespalten ist, ist im Zusammenhang mit der voranstehenden Arbeit 
(Parnas, Ostern und Mann) deshalb wichtig, weil aus ihm hervorgeht, 
daB die Werte fiir Phosphokreatinphosphor nicht durch etwa vorhandene 
Phosphobrenztraubensiurewerte vorgetéuscht sein kénnen. 
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moniakbildung im Jodacetatbrei, die auf Phosphatiibertragung aus 
diesem Stoff beruhen kénnte. Wir schlieBen daraus, dap im Jodacetat- 
muskelbrei diberhaupt keine Phosphoglycerinsdure gebildet wird. 

Dies lie} sich auch auf andere Weise feststellen. Wenn Jodacetatbrei 
mit Phosphoglycerinséure hergestellt, nach 10 Minuten enteiweiBt wird, 
so entsteht nach Zusatz von 2, 4-Dinitrophenylhydrazin der Hydrazon- 
niederschlag der Brenztraubenséure [Zusatz zum Jodacetatbrei: 0,15 Milli- 
mol Phosphoglycerinséure (berechnet aus dem P-Gehalt); erhalten 12,04 mg 
Hydrazon, d. h. 80%, der theoretischen Ausbeute; Schmelzpunkt des rohen 
Produktes 215 bis 216° korr.]. In einem analogen Versuch mit Zusatz der 
(in bezug auf Phosphor) 1,6-aquivalenten Menge Fructosediphosphorsaure 
entstand keine Spur Brenztraubenséiuredinitrophenylhydrazon. In einem 
Versuch mit Zusatz von Phosphoglyceraldehyd entstand nach langerem 
Stehen eine braunliche Triibung, die kein Brenztraubensdurederivat war!?. 

Es folgt daraus, dab im Jodacetat-muskelbrei keine Phosphoglycerin- 
sdure entsteht : denn ihre Umwandlungsprodukte, die unter den Bedingungen 
dieser Vergiftung aus zugesetzter Phosphoglycerinsdure glatt entstehen 

Phosphokreatin und Brenztraubensdure — sind ohne Zusatz der Phospho- 
glycerinsdure nicht nachzuweisen. 

Die Aufhebung der Oxydoreduktion zwischen Brenztraubensaéure 
und Phosphoglycerol, die Embden sowie Meyerhof nachgewiesen haben, 
kommt bei der Aufhebung der Glykolyse im Muskel durch Jodacetat 
nicht zur Auswirkung, denn es kommt weder zur Bildung der Phospho- 
glycerinsiure — noch Brenztraubensdéure. Der Angriffspunkt der Jod- 
acetatvergiftung muB héher liegen. Da nach unseren Untersuchungen 
(vgl. voranstehende Mitteilung) die Bildung von Fructosediphosphor- 
siure aus Adenosintriphosphorséure und Glykogen, ferner nach Meyerhof 
und Lohmann (2) die gegenseitige Umwandlung zwischen Fructose- 
diphosphorsiure und Dioxyacetonphosphorséiure von Jodacetat nicht 
beeinfluBt wird, so kann die Jodessigséiurevergiftung entweder die 
Umwandlung von Phosphodioxyaceton in Phosphoglyceraldehyd 
hemmen?, oder aber die Umwandlung von Phosphoglyceraldehyd in 
Phosphoglycerinsaure. Wir méchten die Vermutung aussprechen, daB 
die Hemmung dieser letzteren intermolekularen Dismutation die Auf- 
hebung der Glykogenolyse durch Jodacetat bewirkt. 


Zusammenfassung. 


Zusammenfassend kann also gesagt werden: Im mit Jodacetat 
vergifteten Muskel oder Muskelbrei ist weder die Umsetzung der 
Adenosintriphosphorséiure mit dem Glykogen zu Hexosediphosphat 


1 Wir verdanken Herrn Prof. H.O. L. Fischer in Basel die Uberlassung 
von glycerinaldehydphosphorsaurem Calcium. — ?O. Meyerhojf u.K. Lohmann 
bemerken (2, 8. 99), daB8 der Umsatz von Triosephosphorsiure im Muskel- 
extrakt durch Jodessigsiure direkt gehemmt wird. 
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und Adenylsaure, noch die Resynthese der Adenosintriphosphorsdure 
aus der Adenylsdure und dem Phosphokreatin gestért. Das Wesen der 
Vergiftung beruht darauf, daB aus Fructosediphosphorsiure keine 
Phosphoglycerinséure gebildet wird. Ware dies der Fall, so wiirden auf 
Kosten der Phosphoglycerinsiure das Kreatin und die Adenylsaure 
wieder phosphoryliert werden (vgl. voranstehende Mitteilung), und das 
Spiel der Glykogenolyse kénnte von neuem beginnen. Als Endprodukt 
miBte sich Brenztraubensdure in ahnlichen Mengen anhaufen wie Milch- 
siure beim Ablauf der anaeroben Glykogenolyse im normalen Muskel 
oder Muskelbrei. In der von Parnas und Ostern (3) formulierten Re- 
aktionsfolge ist durch Jodacetat nur die dritte Reaktion (infolge des 
Wegfalls der Phosphoglycerinséurebildung aus Hexosediphosphat) 
gehemmt: 

Durch Jodacetat nicht gestért: 

I. Adenosintriphosphorséure — Glykogen = Fructosediphosphor- 
siure -- Adenylsaure. 

II. Adenylsaiure — 2 Phosphokreatin — Adenosintriphosphorsaure 
+ 2 Kreatin (Lohmannsche Reaktion). 

Durch Jodacetat gehemmt: 

Il. 2 Kreatin + Fructosediphosphorsaure 2 Phosphokreatin 

2 Milchsaure. 

Herrn Prof. Parnas danke ich fiir die dieser Arbeit gewahrte Unter- 

stiitzung. 
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Die Wirkung von Leberextrakten auf die Hefegirung. 


Von 
K. Zipf und K. Rathert. 


(Aus den Pharmakcologischen Instituten der Universitaten Miinster i. Westf. 
und Kénigsberg i. Pr.) 


(Eingegangen am 26. Oktober 1934.) 


I. Einleitung. 

Neben der spezifisch antianimischen Wirkung ist den Leber- 
extrakten vielfach eine Wirkung auf den Stoffwechsel zugeschrieben 
worden. 

Bei Ratten wurde eine Wachstumssteigerung beobachtet (Griffith 
und Graham'). Starker Gewichtsanstieg und Senkung des Grundumsatzes 
tritt nach Grosscurth® bei Basedowkranken unter der Wirkung von Hepatrat 
auf. Der EiweifB- und Kohlenhydratstoffwechsel soll ebenfalls beeinfluBt 
werden*®. Die Wirkung auf letzteren ist jedoch nicht einheitlich. Nach 
K. Zipf und H. Dringenberg* werden die Verainderungen des Blutzucker- 
spiegels nicht durch das antianéimische Prinzip, sondern durch Ballaststoffe 
hervorgerufen. Milbradt*® betont besonders die Steigerung der blutzucker- 
regulierenden Fahigkeit der Leber durch Hepatrat. Bowen und Sly*® fanden 
beim Diabetes mellitus keine Verinderung des respiratorischen Stoffwechsels 
durch Leberextrakte. 

J. A. Buchanan® hat auf Grund von Versuchen an Hefekulturen 
die Ansicht ausgesprochen, daB das wirksame Leberprinzip dem 
Glutathion nahestehe. Diese Anschauung gewinnt an Interesse im Hin- 
blick auf den hohen Glutathiongehalt der Leber, den Schwefelgehalt der 
Leberextrakte, die Veranderungen des Blutglutathions bei pernizidser 
Animie und die Wirkung von Leberextrakten auf den Glutathion- 
gehalt in Blut und Geweben. 

Klinische Beobachtungen’ bei pernizidser Anamie ergaben, daB der 
Glutathiongehalt der Erythrocyten im anaimischen Stadium auf das Drei- 
bis Vierfache ansteigt, um im Remissionsstadium wieder abzunehmen. 
Das Leber- und Hautglutathion wird nach Milbradt® durch Hepatrat 
vermehrt, das Blutglutathion vermindert. 

Es ist zwar unwahrscheinlich, da antianimisches Prinzip und 
Glutathion identisch sind. Dagegen scheinen der Leberstoff oder regel- 
maBige Beimengungen der Leberextrakte direkt oder indirekt die 


' Griffith, H. Wendel u. Claire E.Graham, Proc. Soe. exper. Biol. 


and Med. 26, 862, 1929. 2 Grosscurth, Deutsch. med. Wochenschr. 1932, 
Nr. 38. 3 W. Milbradt, Zeitschr. f. d. ges. exper. Med. S1, 256, 1932. 

* Arch. f. exper. Pathol. 170, 465, 1933. 5 Bowen, D. Byron u. Grace 
E. Sly, Proc. Soc. exper. Biol. and Med. 29, 593, 1932. — ®* Amer. Med. 35, 
673, 1929. — 7? BE. Gabbe, Verh. d. D. Ges. f. inn. Med. Wiesbaden 1929, 


S. 503. — ® W. Milbradt, |. c. 
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oxydo-reduktiven Prozesse der Zelle zu beeinflussen. Briigge! hat deshalb 
die Wirkung von Leberextrakten auf die Sauerstoffzehrung roter 
Blutkérperchen untersucht und gefunden, daB der Sauerstoffverbrauch 
noch in Verdiinnungen, wo eine Vermehrung des Brennmaterials nicht 
mehr in Frage kommt, eindeutig gesteigert wird. 

Parallel damit wurden Versuche durchgefiihrt, um den EinfluB 
von Leberextrakten auf die Hefegirung festzustellen. 


II. Methodik. 

Samtliche Versuche wurden bei Zimmertemperatur unter einheitlichen 
Bedingungen in langen Eudiometerrohren vorgenommen. Als Hefepraiparat 
wurde modglichst frische Backerhefe in 20 °,iger Aufschwemmung verwendet. 
Die Suspensionsfliissigkeit bestand aus ,,Salzlésung** mit 0,2°, MgSO, 
und 0,3% Kaliumbiphosphat. Der Zuckergehalt betrug einheitlich 4% 
Dextrose. Je 5cem Hefe-Salzlésung wurden mit 5cem Dextrosel6sung 
versetzt. Dazu kamen wechselnde Mengen von Leberextrakten. Die Ansatze 
wurden mit ,,Salzlésung*' auf 15 cem aufgefiillt. In den Kontrollversuchen 
ohne Leberextrakt wurde nur ,,Salzl6sung** zugesetzt. Die Versuchsdauer 
wechselte je nach dem Garvermégen des Hefepraparates, wurde aber fiir 
jede Versuchsreihe konstant gehalten. 

Als Leberpraparate fanden Verwendung Hepatrat, Hepatopson, 
Heprakton, Campolon und Pernaemyl. AuBerdem wurden einige aus 
Leberhandelspraparaten gewonnene Fraktionen untersucht. 


Ill. Experimenteller Teil. 

Alle untersuchten Leberhandelspraparate beschleunigten die Hefe- 
garung. Die Mehrproduktion von Kohlensaure gegentiber den Kontroll- 
versuchen stieg mit der Konzentration der Leberextrakte. Bei ganz 
hohen Konzentrationen nahm die Gartatigkeit in der Regel wieder ab, 
lag aber immer noch héher als in den Kontrollversuchen. 

Im einzelnen verhielten sich die Leberpraparate, wie aus Tabelle I 
hervorgeht, in folgender Weise: 

Hepatrat férderte in Konzentrationen 1: L000 bis 1: 50 auf 
Trockensubstanz berechnet die Kohlensaéurebildung bis zu 63°,. 
Campolon steigerte in den gleichen Konzentrationen bis zu 97°... Auch 
in héheren Verdiinnungen zeigte Campolon noch eine sichere Gar- 
beschleunigung. Sie betrug bei 1: 5000 rund 13 bis 23°... Heprakton 
hatte in Verdiinnungen von 1 : 1500 bis 1 : 150 eine garférdernde Wirkung 
von etwa 25 bis 58°,. Dagegen war Hepatopson schwacher wirksam. 
Es férderte die Kohlenséurebildung erst in héheren Konzentrationen 
und weniger stark. Das Handelspraparat Pernaemyl bewirkte in Ver- 
diinnungen von 1: 500 bis 1: 50 auf Trockensubstanz berechnet 
eine Garbeschleunigung von rund 8 bis 58°... Die garbeschleunigende 
Wirkung wurde nicht beeinfluBt durch die in Handelspraparaten ent- 
haltenen iblichen antiseptischen Zusitze. Zusatzfreie Praparate 


! Eriigge, Dissertation Miinster (Westf.) 1934. 
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zeigten dieselbe Wirkung wie zusatzhaltige (Tabelle 1). Langeres Kochen 
der neutralen Leberextrakte schwachte die Wirkung entweder ab oder 
lieB sie unbeeinfluBt. In allen Fallen war auch nach zweistiindigem 
Kochen im siedenden Wasserbad eine starke girbeschleunigende Wirkung 
festzustellen (Tabelle I). 

Ebenso wurde die garférdernde Wirkung durch Séurehydrolyse 
im siedenden Wasserbad nicht wesentlich verandert. Alle Leberextrakte 
wirkten nach Hydrolyse mit m2 Salzsiure noch stark beschleunigend 
auf die Kohlensaiurebildung. In einzelnen Fallen trat sogar eine Ver- 
starkung auf (Tabelle II). 

Die bisherigen Ergebnisse zeigen, daB alle Leberextrakte die Gar- 
titigkeit der Hefe in Konzentrationen férdern, bei denen ihr Zusatz 
als Brennmaterial nicht mehr in Frage kommt. Es kann sich demnach 
nur um die Wirkung sogenannter Aktivatoren handeln. 

Die antianimische Substanz soll durch Kochen an Wirksamkeit 
einbiBen. In neutraler und schwach saurer Lésung scheint jedoch 
die Abschwachung durch Kochen nicht erheblich zu sein. Das beweist 
schon die gute therapeutische Wirksamkeit von gekochter Leber. 
Neuerdings! wird der antianaimische Stoff als thermostabiler Kérper 
angesehen, der im Magensaft aus Muskelfleisch unter der Einwirkung 
eines thermolabilen Faktors entsteht. In Ubereinstimmung damit 
wurde die garbeschleunigende Wirkung durch Kochen in neutraler 
Lésung nicht vollkommen aufgehoben. 

Durch Kochen mit staérkeren Sauren soll der Leberstoff geschadigt 
werden. Bei Identitét von antianimischer und giarférdernder Wirkung 
mu demnach nach Saurehydrolyse eine Abnahme der Garbeschleunigung 
erwartet werden. Nach unseren Versuchen ist das nur teilweise der 
Fall. Die antianamische Wirkung wird durch zweistiindige Hydrolyse 
mit m/2 Salzséure im siedenden Wasserbad am RiickfluBkiihler nur 
wenig abgeschwacht, bleibt haufig vollkommen erhalten oder erfahrt 
sogar eine Verstérkung. Daraus muB geschlossen werden, dab die 
garfordernde Wirkung erhalten bleibt oder auch den Hydrolyseprodukten 
zukommt. Die verstarkte Gartatigkeit nach Saurehydrolyse ist vielleicht 
aber auch durch Zerstérung von girhemmenden Stoffen zu erklaren. 

Der antianamische Stoff wird von Tierkohle gar nicht oder nur 
in geringem Grade adsorbiert. Die Tierkohleadsorption eignet sich des- 
halb zur schonenden weiteren Reinigung der Praparate. Die gar- 
férdernde Wirkung wurde durch Schiitteln mit Tierkohle nicht ge- 
hemmt, sondern sogar gesteigert. Da Tierkohle allein im Kontroll- 
versuch keine giarférdernden Stoffe lieferte, muB auch in diesem Falle 
an eine Beseitigung von Paralysatoren gedacht werden (‘Tabelle 11), 

1 Maurice B. Strauss u. William B. Castle, Proc. Soc. exper. Biol. 
and Med. 31, 360, 1933; Ronas Berichte 79, 707, 1934. 
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Der Leberstoff. wird durch Bleiacetat nicht gefallt, dagegen 
werden dadurch Ballaststoffe entfernt. Es gelingt beispielsweise die 
adenosinartigen Stoffe, die nach Zip/! in fast allen Leberextrakten 
enthalten sind, zu_beseitigen. 

Diese Reinigung wurde in folgender Weise vorgenommen: Eine gréBere 
Menge zusatzfreier Leberextrakt wurde mit 33 °,iger Natronlauge alkalisch 
gemacht und mit basischem Bleiacetat versetzt. Die Fallung wurde ab- 
genutscht und mit Aqua dest. mehrmals nachgewaschen. Nach Vereinigung 
von Filtrat und Waschwassern wurde durch Einleiten von Schwefelwasser- 
stoff entbleit, das gebildete Bleisulfid abfiltriert und nachgewaschen, der 
Schwefelwasserstoff durch einen Luftstrom verjagt und das neutralisierte 
Filtrat auf ein kleines Volumen im Vakuum bei etwa 45°C eingeengt. Nach 
Auffiillen auf das Ausgangsvolumen wurde die Lésung zum Garversuch 
verwendet. Als Kontrolle diente Aqua dest., das ebenso behandelt wurde. 

Alle mit Bleiacetat gereinigten Fraktionen zeigten noch eine starke 
girbeschleunigende Wirkung (Tabelle 111). Beimengungen adenosin- 
artiger Stoffe kénnen demnach als Garaktivatoren ausgeschlossen 
werden. Die Mitwirkung adenosinartiger Stoffe ist nach dem Ergebnis 
der Hydrolyseversuche unwahrscheinlich, da beim Kochen mit Mineral- 
siuren eine hydrolytische Spaltung eintritt. Immerhin ist den adenosin- 
artigen Stoffen eine besondere Aufmerksamkeit zu widmen. Nach 
Versuchen mit Muskeladenylsaure férdern schon relativ kleine Mengen 

1: 30000 bis 1: 15000 die Gartatigkeit der Hefe. 

Zur Reinigung der Leberextrakte kann man sich auch der Alkohol- 
fallung und Alkoholwaschung bedienen. Beiden Verfahren wurde eine 
teihe von Leberhandelspraparaten unterworfen und dann auf gar- 
beschleunigende Wirkung untersucht. 

Durch 70° igen Athylalkohol wird der antianamische Stoff gefallt. 
Auf diese Weise gelingt es, die meisten Aminoséuren und Amine von 
dem Leberstoff zu trennen. Alkoholfaillungen von Hepatrat und Cam- 
polon férderten die Hefegarung noch stark (‘Tabelle Il). Auch mehr- 
malige Alkoholwaschung des mit 70°,,igem Alkohol gefallten Leberstoffs 
lie noch eine starke Garférderung bestehen. 

Dasselbe Ergebnis wurde erzielt bei Alkoholwaschung der ein- 
gedickten wasserigen Leberextrakte. Hepatrat zeigte beispielsweise 
nach 5- bis 10maliger Alkoholwaschung dieselbe Férderung der Hefe- 
girung wie das nicht mit Alkohol behandelte Hepatratpraparat. Damit 
wachst die Wahrscheinlichkeit, daB antianimische Wirkung und Gar- 
beschleunigung demselben Stoff zukommen. 

Diese Annahme wird stark gestiitzt durch das Ergebnis folgender 
Versuche: Leberhandelspraparate wurden nach Vorreinigung durch 


' K.Zipj, Pharmakologische Grundlagen der  Lebertherapie in 
A. Fraenkel, der Weg zur rationellen Therapie, 8S. 160. Leipzig, G. Thieme, 
1933. 








96 K. Zipf u. K. Rathert. 


Bleiacetatfallung zur Ausfaillung des aktiven Leberstoffs mit 11 Volumen- 
teilen Alkohol abs. und 6 Volumenteilen Ather versetzt. Der gewonnene 
Niederschlag wurde in Aqua dest. aufgenommen und auf girférdernde 
Wirkung untersucht. Ein so behandeltes Campolonpraparat zeigte noch 
eine stark beschleunigende Wirkung (Tabelle II). 


IV. Besprechung der Ergebnisse. 


Nach den erhobenen Befunden zeigen alle antianimisch wirksamen 
Leberhandelspraparate auch eine stark garfordernde Wirkung. Die Gar- 
forderung ist ebenso wie die Steigerung der Sauerstoffzehrung! nicht 
erklirbar mit einer Vermehrung des Brennmaterials durch Zusatz 
der Ballaststoffe enthaltenden Leberpraparate. Hiergegen spricht vor 
allem die Wirksamkeit von héheren Verdiinnungen, in denen die Ballast- 
stoffe als Brennmaterial keine Rolle mehr spielen und die Aktivitat 
von weitgehend vorgereinigten Leberextrakten. Das wirksame Prinzip 
geht in alle Fraktionen, in welchen auch der antianémische Stoff ent- 
halten ist. Die Bestandigkeit gegeniiber Hitzeeinwirkung, milder 
Saurehydrolyse, die Nichtfillbarkeit durch Bleiacetat, die Fallbarkeit 
durch 70° igen Athylalkohol und das Verhalten gegeniiber Tierkohle 
sind antianémischem Stoff und garférdernder Substanz gemeinsam. 
Die gairférdernde Wirkung kann nach Versuchen mit KCN-Zusatz auch 
nicht auf Schwermetallspuren zuriickgefiihrt werden. Dasselbe gilt fiir 
den antianémischen Stoff, fiir dessen Wirkung die Eisen- und Kupfer- 
theorie heute wohl allgemein verlassen ist. Der Gehalt an adenosin- 
artigen Stoffen kommt fiir die girférdernde Wirkung ebenfalls nicht in 
Frage, da diese nach Bleifallung und Saurehydrolyse erhalten bleibt. 

Die garférdernde Substanz besitzt demnach ahnliche, wenn nicht 
die gleichen Eigenschaften wie der antianémische Stoff. Es muB8 an- 
genommen werden, daB beide Stoffe entweder identisch oder eng 
miteindnder vergesellschaftet sind. Nach den vorliegenden Befunden 
ist es in hohem MaBe wahrscheinlich, daB antianamischer Stoff und 
girférdernde Substanz eins sind. Eine letzte Entscheidung in diesem 
Sinne kann allerdings erst mit der Reindarstellung der antianémischen 
Substanz fallen. 

VY. Zusammenfassung. 

1. Antianimisch wirksame Leberextrakte férdern noch in starken 
Verdiinnungen die Gartatigkeit der Hefe. 2. Garférdernder Stoff 
und antianamische Substanz gleichen einander in den chemischen und 
physikalischen Eigenschaften. 3. Daraus wird geschlossen, da gar- 
férdernde Substanz und antiandimischer Stoff identisch oder eng mit- 
einander vergesellschaftet sind. 


! Briigge, Dissertation Miinster (Westf.) 1934. 














Uber die biochemische Umbildung des Guanidins zu Harnstoff 
durch verschiedene Schimmelpilze. 
Von 
Tadeusz Chrzaszez und Mikelaj Zakomorny. 
jAus dem Institut fiir Landwirtschaftliche Technologie der Universitat in 
Poznan (Posen). ] 


(Eingegangen am 24. Oktober 1934.) 


In einer friiheren Arbeit tiber die Fahigkeit verschiedener Schimmel- 
pilze, Harnstoff aus Pepton zu bilden!, wiesen wir nach, daB unter 
entsprechenden Bedingungen fast alle Schimmelpilze den Harnstoff 
in individuell verschiedener Menge anzuhaéufen vermégen. Wir stellten 
ferner fest, daB die angehdiufte Harnstoffmenge in einer gewissen Ab- 
hangigkeit von der Qualitat der Nahrlésung und den Entwicklungs- 
bedingungen des Mycels verbleibt, auBerdem bestimmten wir quantitativ 
den Einflu8 von Zucker, Athylalkohol und Essigsaure auf die Harnstoff- 
anhaufung. 

Die obigen Tatsachen gaben uns den AnlaB, Versuche anzustellen, 
den Chemismus der Harnstoffbildung wahrend des biochemischen 
EiweiBabbaues aufzuklaren, eine Frage, die trotz ihres Alters weiterhin 
offen ist. Von den bisherigen, diesen ProzeB erklarenden Hypothesen 
ist namlich noch keine einzige durch umfassende, experimentelle Be- 
weise unterstiitzt worden. 

Als eine der wahrscheinlicheren Hypothesen der Harnstoffbildung aus 
Eiwei8 diirfte der Abbau iiber Arginin anzunehmen sein, das durch Arginase 
in Ornithin und Harnstoff zerlegt wird. A. Kossel und H. Dakin? haben 
dies schon friiher festgestellt, und die Reaktion fiir diesen Vorgang soll 
folgende sein: NH,.C :(NH).NH.(CH,),.CH.(NH,).COOH + H,O 
= NH,.CO.NH, + NH,.(CH,),.CH.(NH,).COOH. Jedoch auch diese 
Hypothese laBt gewichtige Zweifel entstehen, da ein Argininabbau durch 
Arginase noch kein Beweis dafiir ist, daB der Harnstoff aus dem Arginin 
direkt entsteht; sicher ist dagegen, daB dieser ProzeB nicht der allgemeine, 
normale Verlauf der Harnstoffbildung bei dem biochemischen EiweiBabbau 
ist. Gegen diese Hypothese spricht auch die Méglichkeit, daB Arginin 
auch zu anderen Verbindungen wie Guanidin, Agmatin, Putrescin oder 
»-Aminovaleriansaure® abgebaut werden kann. Ferner wird durch diese 
Hypothese nicht die Tatsache aufgeklart, daB Harnstoff aus einer ganzen 
Reihe anderer Verbindungen, vor allem aus Harnséure iiber Allantoin, 
wie Przytecki*4 zeigte, und aus anderen Aminosduren gebildet werden 


1 7. Chrzaszcz u. M.Zakomorny, diese Zeitschr. 273, 31, 1934. 


* Zeitschr. f. physiol. Chem. 41, 321; 42, I81, 1904. 3 4. Ellinger, 
Zeitschr. f. physiol. Chem. 29, 334, 1900; D. Ackermann u. F. Kutscher, 
ebenda 69, 272, 1910. — 4 Ber. d. Ges. f. Physiol. 32, 638, 1925. 
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kann!. Auch vermochte man nicht, soleche Falle von Argininabbau zu er- 
klaren, bei denen sich unter den Abbauprodukten kein Ornithin befindet ; 
wir méchten noch auf die wichtigen Untersuchungen von H. Krebs und 
K. Henseleit? iiber die Harnstoffbildung in der Leber hinweisen. Diese 
Autoren konnten namlich eine starke Vermehrung der Harnstoffsynthese 
aus CO, und NH, bei Gegenwart von Ornithin und Citrullin feststellen. 
Als Erklarung dieser Tatsache geben die Autoren folgende Gleichung an: 


I. R*.CH,.NH, + CO, + NH, = R.CH,.NH.CO.NH, + H,0O. 


Ornithin Citrullin 
Il. R.CH,.NH.CO.NH, + NH, = R.CH,.NH.C(:NH).NH, + H,O. 
Citrullin Arginin 
Ill. R.CH,.NH.C(:NH).NH, + H,O = R.CH,.NH, + CO(N Hg). 
Arginin Ornithin Harnstoff 


Besonders wichtig ist, daB nach diesen Autoren Ornithin nur als 
Katalysator wirken soll und weiter, daB Citrullin die Vorstufe fiir die 
Argininbildung ist. Was die Bildung des Harnstoffs anbetrifft, so soll 
dieser durch hydrolytische Spaltung des Arginins, also ganz wie nach der 
alten Theorie von Kossel und Dakin, entstehen. Krebs und Henseleit stellten 
jedoch fest, daB selbst bei héherer Ornithinkonzentration nur etwa 
60 bis 80% des Gesamtharnstoffs auf diesem Wege entstehen. Fiir die rest- 
lichen 20 bis 40°, kénnte man nach diesen Autoren an einen anderen Weg 
denken, welcher jedoch bis jetzt noch unbekannt ist. 

Es muB auch hervorgehoben werden, daB Schimmelpilze und héhere 
Pilze viel mehr Harnstoff als griine Pflanzen anhaufen. IJwanoff*? fand 
bei einigen héheren Pilzen in deren Trockensubstanz bis zu 12° Harn- 
stoff, was in der Folge Goris und Costy4 bestatigten. Die Entstehung einer 
so groBen Harnstoffmenge kann durch eine direkte Bildung aus Arginin 
keine Erklarung finden, da letzteres sich im Eiwei®8 dieser Pilze in nur sehr 
geringer Menge vorfindet. 

Hinsichtlich anderer Verbindungen, die als Vorstufe fiir die Harnstoff- 
bildung dienen kénnten, ist die Arbeit von Fosse*® zu erwaihnen, der behauptet, 
da8 bei der Harnstoffbildung ein gewisses Zwischenprodukt entsteht, 
das sich spontan in Harnstoff umlagert und das Cyansiure sein soll. Diese 
HypothesSe unterstiitzten spater neben anderen E. Werner® und W. R. 
Fearon’. Im entgegengesetzten Sinne sprach sich vor allem E. Gottlieb*® 
auf Grund der Feststellung aus, da Cyanat, per os oder intravenés dem 
Organismus einverleibt, giftig wirkt und deshalb nicht als Vorstufe zur 
Harnstoffbildung dienen kann. 

Eine Reihe von Autoren weist schlieBlich auf die Médglichkeit der 
Harnstoffbildung aus Ammoniak bzw. Ammoniumcarbonat hin, da es 


! M. Arai, diese Zeitschr. 226, 233, 1930; N.N. Iwanoff, ebenda 175, 
181, 1926; J. Kaieda, Zeitschr. f. physiol. Chem. 187, 207, 1930; K. Kase, 


diese Zeitschr. 233, 258, 1931. — ? Zeitschr. f. physiol. Chem. 210, 33, 
1932. *R = CH,.CH,.CH.(NH,).COOH. — * Diese Zeitschr. 136, 
1, 1912. — 4 C. r. 175, 539, 1922. —- > Ann. Inst. Pasteurs 34, 75, 1920; 


Bull. Soc. Chim. 29, 158, 1921. — ® Dubl. J. med. scien. 4, 577, 1921. 
7 Biochem. J. 17, 84, 1923; J. Amer. Chem. Soc. 45, 505, 1923. — 
8 Biochem. J. 20, 1, 1926. 
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gelang, eine reversible Ureasewirkung! nach dem Schema: (NH,), CO, 
SS NH,.CO.NH, + 2 H,O festzustellen. 

Bei den Untersuchungen iiber den Chemismus der Harnstoffbildung 
in biochemischen EiweiBabbauprozessen ist der Nachweis von héchster 
Wichtigkeit, daB diese Verbindung aus dem Arginin nach der Gieichung 
Arginin -—» Ornithin + Harnstoff quantitativ in fast theoretischer Menge 
abgespalten wird*. Wir finden dabei aber nicht die Rolle des Guanidins 
aufgeklart, das doch eng mit dem Arginin und indirekt auch mit dem Harn- 
stoff verbunden ist. 


Schon £. Schulze*, der als erster das Guanidin im Pflanzenorganismus 
feststellte, vermutete, daB diese Verbindung sich direkt aus dem Arginin 
(Guanidin-x-Aminovalerianséure) abspaltet, und da diese Abbauform 
haufiger als die Bildung von Ornithin und Harnstoff auftritt. FE. Benech 
und fF. Kutscher* wiesen in der Folge nach, daB unter Oxydationsverhalt- 
nissen Guanidin aus Arginin iiber 7-Guanidinbuttersdure entsteht, und zwar 
nach der Gleichung: 


UNH, YN Hy 

I. C=NH +0, > C=—=NH + CO, + NHs. 
‘NH.(CH,)3.CH.(NH,). COOH NH.(CH,)3.COOH 
NH, NH, 

Il. CNH +0, > C NH +COOH.CH,g.CH,COOH. 
NNH. (CH,)3. COOH NH, 


Jedenfalls ist dieser Argininabbau unter oxydativen Garungsbedingungen 
wahrscheinlicher als eine direkte Harnstoffbildung aus Arginin, zumal 
beide Produkte dieses Abbaues (Guanidin und Bernsteinsaure) im Pflanzen- 
organismus*® und bei oxydativer Garung® schon nachgewiesen worden sind. 
A. Kiesel’ sprach sich jedoch gegen dieses Schema aus, da die Gegenwart 
der y-Guanidinbutterséure in Pflanzenorganismen nicht festgestellt sei. 
Ein wichtiger Grund, die Abspaltung des Guanidins aus dem Arginin an- 
zuzweifeln, war die Tatsache, daB es bisher nicht gelungen war, einen 
weiteren Abbau des Guanidins auf biochemischem Wege zu erreichen. Eine 
ganze Reihe von Autoren fand im Gegenteil, daB Guanidin keiner weiteren 
biochemischen Umbildung unterliegt. Pommerenig’, Dakin®, H. Bierry 
und A. Ranc!® konnten einen Guanidinabbau durch Fermentwirkung 
der Gewebe des Tierorganismus nicht feststellen. Zu denselben negativen 
Ergebnissen gelangten K. Shiga", der auf Guanidin Hefefermente  ein- 
wirken lieB, und Takenchi'!? bei Einwirkung von Enzymen aus Sojasamen. 


1 N.N.Iwanoff, diese Zeitschr. 150, 115, 1924; 181, 1, 1927; N.N. 
Iwanojf u. M. Smirnow, ebenda 201, 1, 1928; H. Krasa u. Gaddy, J. Amer. 


Chem. Soc. 52, 3088, 1930; B. Suzuki u. T. Marnyamy, Proc. J. Akad. 
Tokyo 6, 63, 1930. 2 N.N. Iwanoff, diese Zeitschr. 162, 425, 1925. 
3 Zeitschr. f. physiol. Chem. 17, 193, 1892; B. 25, 658, 1892. * Zeitschr. 


f. physiol. Chem. 32, 278, 1901; F. Kutscher, ebenda 32, 413, 1901. 
5 E. Schulze, l.c.; C. Reuter, Zeitschr. f. physiol. Chem. 78, 167, 1912. 
§ T. Chrzaszcz u. D. Tiukow, diese Zeitschr. 229, 343, 1931; 7’. Chrzaszcz, 


D. Tiukow u. M. Zakomorny, ebenda 250, 255, 1932. 7 Zeitsehr. f. 
physiol. Chem. 75, 170, 1911. — ® Beitr. z. chem. Physiol. u. Pathol. 1, 
561, 1900. — ® J. of biol. Chem. 3, 435, 1907. — }'® C. r. soc. biol. 67, 
184, 1909. — " Zeitschr. f. physiol. Chem. 42, 507, 1904. — !* J. soe. 


Agric. Tokyo 1, 1, 1909. 
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K. Shibata’ findet, daB Guanidin unter dem Einflu8 von Aspergillus niger- 
Enzymen keiner weiteren Umbildung unterliegt. Gegen die Ansichten dieses 
letzteren wendet sich jedoch Jwanojf? und behauptet im Gegenteil, da8 
Guanidin gerade durch Aspergillus niger biochemisch weiter umgebildet 
wird. Seiner Ansicht nach bildet der erwahnte Schimmelpilz unter ent- 
sprechenden Verhdaltnissen ein spezielles Enzym, Guanidase, welches Guani- 
din in Harnstoff und Ammoniak umbildet. 


Die obigen Meinungsverschiedenheiten und insbesondere die 
scharfen Widerspriiche der beiden letzterwahnten Autoren erforderten 
eine erneute genaue Untersuchung dieser Frage. Es ware also fest- 
zustellen, wie sich die verschiedenen Schimmelpilzmycele Guanidin 
gegeniiber verhalten; ob das von Jwanoff beschriebene Verhalten von 
Aspergillus niger nur eine fiir diesen einzelnen Aspergillus niger-Stamm 
charakteristische Ausnahme bildet, oder ob es eine allgemeinere Er- 
scheinung ist; ferner muBte klargestellt werden, welche Produkte in 
letzterem Falle bei der Einwirkung dieser Schimmelpilze auf Guanidin 
entstehen. 

Experimenteller Teil. 


Zur Untersuchung wurden dieselben 16 Schimmelpilzarten wie bei der 
vorhergehenden Arbeit verwendet und vollstandig analog gefiihrt*. Zunachst 
wurden sie in einer 2% igen Lésung von Pepton-Witte (Merck) in 750-cem- 
Erlenmeyer-Kolben mit Zusatz von 0,1% MgSO, und 0,059 KH,PO, 
geziichtet, nach erforderlicher Mycelentwicklung unter sterilen Bedingungen 
mit destilliertem Wasser griindlich ausgewaschen und dann mit der zu 
untersuchenden Lésung tibergossen. Diese bestand aus einer 2 igen 
wasserigen Lésung von Guanidincarbonat, die durch Essig- oder Oxalsaéure 
neutralisiert war, und zu welcher 0,1 oder 1% Zucker bzw. Athylalkohol 
oder Essigséure (Ca-Acetat) zugefiigt wurde. Auf diese Lésung wirkte 
15 Tage lang im Thermostaten bei 28 bis 30°C das Pilzmycel ein, worauf 
es von der Lésung getrennt, sorgfaltig ausgewaschen und nach Trocknung 
bei 100 bis 105°C gewogen wurde. In der Lésung wurden dann folgende 
Substanzen bestimmt: 

Der, Harnstoff wurde mit Xanthydrol nach der Methode von Fosse * 
nach Vorbehandlung der Lésung mit Trichloressigsiure ausgefallt. Der 
erhaltene Niederschlag von Dixanthylharnstoff schmolz nach dem Um- 
kristallisieren aus Pyridin bei 173° unter Zersetzung. Der Gehalt des nach 
dem Mikro-Kjeldahl-Verfahren bestimmten Stickstoffs betrug 6,58 bis 
6,65 °,, also fast die theoretische, 6,66°, betragende Menge. 

Ammoniak wurde durch Destillation bei 12mm Druck und 35° mit 
schwacher Natronlauge bestimmt. 

Die Citronen- und Oxalsdure wurde wie in den friiheren Arbeiten be- 
stimmt. 

Nach einigen Orientierungsversuchen wurde auf die Guanidinlésung 
mit den verschiedenen Schimmelpilzarten unter denjenigen Bedingungen 
eingewirkt, die in der vorhergehenden Arbeit fiir die Harnstoffanhaufung 


1 Beitr. chem. Physiol. u. Pathol. 5, 390, 1904. — * N.N. Iwanofj 
u. A. N. Awetissowa, diese Zeitschr. 231, 65, 1930. — * T. Chrzqszcz u. 


M.Zakomorny, |.c. — 4 R. Fosse, Ann. inst. Pasteur 30, 1, 1916. 
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aus Pepton als optimal erkannt waren. Neben Kulturen ohne Glucose 
wurden soleche mit Zusatzen von 0,1 und 1% Glykose angewendet. Die 
Ergebnisse bringt Tabelle I. 

_ Weiterhin handelte es sich darum, festzustellen, welchen Einflu8 
Athylalkohol und Ca-Acetat auf die Bildung von Harnstoff aus Guanidin 
besitzen. Die Untersuchungen wurden unter denselben Bedingungen wie 
vorher durchgefiihrt, nur wurde anstatt Glucose 0,1 und 1°, Athylalkohol 
bzw. Essigsiiure zugegeben. Die Ergebnisse sind in Tabelle Il zusammen- 
gestellt. 

Besprechung der Ergebnisse. 

Die durchgefiihrten Untersuchungen zeigen, daB fast alle, oder 
richtiger, wie wir unten zeigen, alle von uns untersuchten Schimmel- 
pilze unter entsprechenden Bedingungen aus Guanidin Ammoniak und 
Harnstoff abscheiden. Die angehaufte Harnstoffmenge kann sehr 
verschieden sein, schwankt von Spuren bis zu verhaltnismaBig groBen 
Mengen und hangt vor allem von Pilzart und weiterhin von der Nahr- 
lésung ab. Diese auf Grund zahlreicher, verschiedener Schimmel- 
pilzarten gewonnene Tatsache entscheidet gleichzeitig den Streit iiber 
die Fahigkeit, auf biochemischem Wege Guanidin zu Harnstoff um- 
zubilden. Die diesbeziiglichen Beobachtungen Jwanoffs' mit Aspergillus 
niger sind nicht nur vollkommen richtig, sondern sind sogar, wie unsere 
Untersuchungen lehren, eine allgemeine Erscheinung, da fast alle 
Schimmelpilze Harnstoff aus Guanidin anzuhaufen imstande sind. 

Unsere Untersuchungen zeigen ferner, daB Glucose in geringen 
Mengen (0,1°,) die Harnstoffanhiufung in solchem MaBe begiinstigt, 
daB in ihrer Gegenwart der Harnstoff, wenn auch nur in Spuren, 
sogar bei denjenigen Pilzarten auftritt, die ihn anfanglich nicht an- 
haiuften. GréBere Glucosemengen dagegen erniedrigen die Fahigkeit 
zur Harnstoffanhaufung. Der EinfluB des Zuckers auf die Fahigkeit 
zur Harnstoffanhaufung aus Guanidin ist demnach dem EinfluB der 
Harnstoffanhéufung aus Pepton durch dieselben Pilzarten sehr ahnlich; 
beim Guanidin ist die Zuckerwirkung gréBer. 

Die Fahigkeit der Schimmelpilze zur Harnstoffanhiufung aus 
Guanidin und die Fahigkeit, diesen Harnstoff weiter umzubilden, ist, wie 
sich zeigt, zwei verschiedenen, oft parallel verlaufenden Prozessen zuzu- 
schreiben. Dadurch wird auch die Erscheinung erklart, daB durch Schimmel- 
pilze einerseits verschiedene Mengen von Ammoniak im zur angehauften 
Harnstoffmenge verschiedenen Verhaltnis, und andererseits bedeutende 
Ammoniakmengen bei Spuren und sogar vélligem Mangel von Harnstoff 
abgeschieden werden. In den letzteren Fallen ist die Umbildung des 
Guanidins zu Harnstoff verhaltnismaBig schwach, bzw. verlauft so 
langsam, daB gleichzeitig die ganze in dieser Zeit gebildete Harnstoff- 
menge zu Ammoniak abgebaut wird. Da in den Fallen, in denen Harn- 


1 N.N. Iwanoff u. A. N. Awetissowa, 1. c. 
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stoff fehlt, mitunter auch viel Ammoniak gefunden wird, kann daraus 
gefolgert werden, daB der obige Abbau auch dort vonstatten geht. 
Man kann also behaupten, daB alle Schimmelpilze Guanidin zu Harnstoff 
und diesen dann zu Ammoniak umbilden, und daB diese Prozesse mit 
einer je von der Art des Pilzes abhangigen und individuell verschiedenen 
Intensitat, als voneinander unabhaingige Auswirkungen zweier ver- 
schiedener und in verschiedener Menge auftretender Enzyme verlaufen. 

Die Citronen- und Oxalséure (in den Tabellen nicht beriicksichtigt) 
haufen sich nur in geringen Mengen an und sind von der angehauften 
Harnstoffmenge in keiner Weise abhangig. 

Besonders interessant war das Verhalten der Schimmelpilze gegen 
Guanidin in Gegenwart von Athylalkohol oder Essigsaure. Es zeigte 
sich namlich, daB der EinfluB dieser Stoffe auf die Harnstoffanhaufung 
vollstandig analog demjenigen der Harnstoffanhiufung aus Pepton 
ist. Schon 0,1°% Athylalkohol baw. Ca-Acetat bewirkt eine bedeutende 
Verminderung der aus Guanidin angehiuften Harnstoffmenge. Die 
Erklarung dieser Erscheinung brachten wir bei der Besprechung des 
Einflusses dieser Stoffe auf die Harnstoffanhiufung aus Pepton!. 

Die vollstandige Analogie des Einflusses von Glucose, Athylalkohol 
und Ca-Acetat auf die Harnstoffbildung aus Pepton und Guanidin 
gestattet zu behaupten, daB in beiden Fallen die Vorstufe des Vor- 
ganges der Harnstoffentstehung identisch sein muB. Die Bildung dieses 
Stoffes aus Pepton muB demnach denselben chemischen Charakter 
wie bei derjenigen aus Guanidin besitzen. Da in diesem letzteren Falle 
das Guanidin dasjenige Produkt ist, aus dem der Harnstoff direkt 
entsteht, kann daraus die Folgerung gezogen werden, da auch in den 
Fallen, in welchen sich der Harnstoff aus Pepton bildet, der Verlauf 
des Prozesses iiber Guanidin geht und dann, in Ubereinstimmung mit 
Iwanoff, vom Guanidin zum Harnstoff und Ammoniak gemaB der 
Gleichung: 

/NHg N Hg 
CONH + H,0 = C&O + NH,. 
NH, \NH, 
Der weitere Harnstoffabbau durch Urease bedarf, da schon genau 
untersucht, keiner niheren Erklarung. 

Auf Grund der oben von uns mitgeteilten Feststellungen wird die 
Aufklérung, wie in biologischen Prozessen der Harnstoff aus einer 
Reihe komplizierterer Verbindungen entsteht, ohne Zweifel erleichtert. 
Vor allem kann schon jetzt behauptet werden, daB bei der Arginin- 
umbildung der Harnstoff nicht direkt entsteht, sondern daB sich wahr- 
scheinlich erst Guanidin abspaltet, und da®B dieses dann erst einer 
weiteren Umbildung zu Harnstoff und Ammoniak unterliegt. Auf 


1 7. Chrzqszcz u. M. Zakomorny, 1. c. 
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welche Weise jedoch die Abspaltung des Guanidins vom Arginin von- 
statten geht, und in welcher Abhangigkeit diese Prozesse zum Ornithin 
stehen, miissen weitere besondere Untersuchungen aufklaren. 


SchluBfolgerungen. 

1. Guanidin wird auf biochemischem Wege durch die ver- 
schiedensten Schimmelpilze zu Harnstoff und Ammoniak umgebildet. 
Die Leistungen verschiedener Pilzarten unterscheiden sich untereinander 
nur durch die Menge des angehauften Harnstoffs und durch die Schnellig- 
keit der Anhaiufung. Gewisse Schimmelpilze haufen nur sehr wenig 
Harnstoff an bzw. zersetzen den gebildeten Harnstoff unverziiglich 
weiter. 

2. Die Guanidinumbildung zu Harnstoff und Ammoniak einerseits 
und die weitere Zersetzung des Harnstoffs andererseits, sind zwei 
véllig verschiedene enzymatische Funktionen der Organismen. 

3. Geringe Zuckermengen (0,1°,) beschleunigen die Guanidin- 
umbildung und bewirken eine gréBere Harnstoffanhaufung. GréBere 
Zuckermengen dagegen, Athylalkohol und Ca-Acetat schwachen die 
Fahigkeit zur Harnstoffanhaufung. Diese Erscheinung ist dem Ein- 
fluB8 dieser Verbindungen auf die Harnstoffanhéufung dieser selben 
Schimmelpilze aus Pepton analog. 

4. Der Verlauf der Harnstoffentstehung aus Pepton ist der Bildung 
dieses Stoffes aus Guanidin analog, beim biologischen Peptonabbau 
geht dieser Proze8 demnach wahrscheinlich iiber Guanidin. 

5. Die Hypothese, daB Harnstoff direkt aus Arginin entsteht, 
ist zweifelhaft, zumindest ist sie nicht immer zutreffend und bedarf 
daher einer eingehenden Priifung. 








Die chemische Natur der Amylasen. — 
Die Amylase der Batate (Ipomea Batatas). 


Von 
K. Venkata Giri. 
(Department of Biochemistry, Indian Institute of Science, Bangalore.) 
(Eingegangen am 17. September 1934.) 


Mit 1 Abbildung im Text. 


Es ist noch ungeklart, ob die Amylasen Proteincharakter haben 
oder nicht. Wahrend Willstatter, Waldschmidt-Leitz und Mitarbeiter (1) 
bchaupten, daB Pankreasamylase kein Eiweifstoff ist, haben Sherman 
und Mitarbeiter (2) gezeigt, dag Amylase entweder ein Protein ist, oder 
doch wenigstens Protein als wesentlichen Bestandteil enthalt. 

Fiir Gerstenmalzamylase sind die Ergebnisse, die von verschiedenen 
Forschern bei Untersuchung der chemischen Natur erhalten wurden, viel 
weniger klar oder feststehend. So haben Sherman und Schlesinger (3) in 
einer Publikationsreihe gezeigt, daB die nach ihren Reinigungsmethoden 
erhaltenen Praparate sich wie typische Proteine verhalten. Liters und 
Sellner (4) konnten nach der Adsorptionsmethode ein Praparat erhalten, 
das auch die typischen Proteinreaktionen gab. Im Gegensatz zu diesen 
Befunden erhielten Fricke und Kaja (5), als sie Lésungen von Amylaseprapa- 
raten des Handels der Elektrodialyse und Elektroosmose unterwarfen, 
Produkte, die proteinfrei sein sollen, aber noch betrachtliche Mengen von 
Kohlenhydraten enthalten. 


Angesichts der widersprechenden Befunde tiber die chemische 
Natur der Amylasen wurde eine Untersuchung tiber Anreicherung und 
chemische Natur der Amylase der Batate (der ,,siiBen Kartoffel**) 
vorgenommen. In einer friiheren Mitteilung (6) sind das Darstellungs- 
verfahren der Amylase und ihre allgemeinen Eigenschaften beschrieben 
worden. In vorliegender Mitteilung wird eine Reinigungsmethode fiir 
die Amylase wiedergegeben, die es leicht erméglicht, das Enzym durch Ad- 
sorptionsmethoden aus dem rohen Praparat anzureichern. Die Amylase 
wird in einem betrachtlich erhéhten Reinheitsgrad erhalten, entsprechend 
dem Amylasewert 1,9 und ist etwa 240mal so konzentriert wie im 
Trockenpulver. Die Aktivitaét der gereinigten Batateamylase laBt sich 
daher vorteilhaft mit der Aktivitaét von gereinigten Praparaten von 
Gerstenmalzamylase vergleichen, die von verschiedenen Forschern er- 
halten wurden. Es wurde festgestellt, daB das gereinigte Amylase- 
praparat frei von Protein ist, aber noch Kohlenhydrate enthalt. Dieser 
Befund spricht dafiir, daB pflanzliche Amylasen keine Protein- 
substanzen sind. 
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Versuche. 


Als Rohmaterial dienten frisch vom Markt gekaufte Bataten mit einem 
Durchschnittsgewicht von 150 bis 200g. Die Knollen wurden 1 bis 1'/, em 
dick geschalt, da ihr innerer Teil, wie friiher festgestelit (6) worden war, 
die gréBere amylolytische Aktivitat besitzt. Die geschailcen Knollen wurden 
zerkleinert und gemahlen, auf emaillierten Blechen ausgebreitet und in 
der Sonne getrocknet. Das getrocknete Material wurde fein zerrieben und 
durch ein 40-Maschensieb gesiebt. Der rohe, wasserige Extrakt hiervon 
diente zu den Versuchen. 

Aktivitdtsbestimmung. Als MaB der Aktivitaét der Amylase wurde die 
von Willstdtter, Waldschmidt-Leitz und Hesse (la) vorgeschlagene ,,Amylase- 
Einheit** benutzt. Danach ist die Amylase-Einheit, abgekiirzt Am.E., das 
Hundertfache jener Enzymmenge, die unter den Versuchsbedingungen 
(Einwirkung auf 0,25 g lésliche Starke bei 37° und py 6,0 Optimum fiir 
Batate-Amylase in einem Volumen von 37 ccm) eine monomolekulare 
Reaktionskonstante von 0,01 gibt. Die Reaktionskonstante gibt daher 
gleichzeitig die Anzahl der Amylase-Einheiten an. Sie wird nach der Forme! 


l a 
fiir die monomolekulare Reaktion k = ; logo - 7 berechnet, wobei ¢ die 


Reaktionszeit in Minuten, a die urspriingliche Konzentration, x die SchluB- 
konzentration und a x die nach der Zeit t vorliegende Konzentration des 
Substrats ist. Es wurde gefunden, daB die Verzuckerungsgrenze oder der 
,.Grenzabbau* von Starke durch Batate-Amylase erreicht ist, wenn 0,65 g 
Maltose (wasserfrei) aus 1 g Starke gebildet ist. Der Wert fiir ,,a‘‘ in obiger 
Gleichung ist daher 0,1625 g, wenn die Konzentration der Starke 0,25 g 
betragt. Als Ma® fiir den Grad der Enzymreinheit wurde der Amylasewert 
(A.W.), d. i. die Anzahl der Am.E. in 0,01 g Substanz, verwendet . 

Der reduzierende Zucker wurde nach der Methode Wilistdtter und 
Schudel (7) bestimmt. 

Bereitung des Adsorbens. Fiir die Untersuchungen wurden wasserige 
Suspensionen von Aluminiumgel nach Weilstdtter (8) verwendet. Das 
Gel wurde folgendermaBen hergestellt: Annahernd 0,6 Mol Aluminium- 
sulfat wurden in einen Uberschu8 15 °iger Ammoniaklésung eingegossen. 
Durch das gebildete Aluminiumhydroxyd wurde 10 bis 12 Stunden Wasser- 
dampf durchgeleitet. Das Gel wurde dann durch Dekantieren gewaschen, 
bis es sich beim Stehen nicht mehr absetzte und bis es frei von Sulfat war. 
Fiir die Versuche wurde die Tonerdegelsuspension so gewahlt, daB auf 
10 cem 0,1780g Al,O, entfielen. 

Adsorptionsverfahren. Ein bekanntes Volumen Enzymlésung wurde 
mit einer bestimmten Menge des Adsorptionsmittels 10 Minuten geschiittelt. 
Es wurde zentrifugiert und von der klaren Restlésung die Aktivitat be- 
stimmt. Alle Adsorptionsversuche wurden doppelt durchgefiihrt. 

Als Ma8 fiir die Adsorption wurde der von Wioilstdtter eingefiihrte 
»Adsorptionswert (A.W.)‘ benutzt. Er gibt die Anzahl der Am.E. an, die 
von lg des Adsorptionsmittels unter den Versuchsbedingungen  aut- 
genommen werden. 


A. Verhalten der Amylase bei der Adsorption. 
1. EinfluB der Reinheit der Amylase auf die Adsorption. 
Bekanntlich veraindert sich in manchen Fallen das Verhalten eines 
Enzyms gegeniiber Adsorbenzien im Verlauf seiner Reinigung. Wahrend 
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die Pankreasamylase bei fortschreitender Reinigung nicht mehr adsor- 
biert wird (la), wird die Batateamylase mit fortschreitender Reinheit 
stdrker adsorbiert. 

Um die Bedingungen fiir das Adsorptionsmaximum festzustellen, 
wurden Adsorptionsversuche mit wasserigen Extrakten der Amylase 
aus dem Trockenpulver und auch mit den gleichen wasserigen Lésungen 
der Amylase nach Reinigung durch Dialyse vorgenommen. Die Versuchs- 
ergebnisse sind in den Tabellen I und II und in Abb. 1 niedergelegt. 

Bei den unreinen Lésungen wurde ein Adsorptionswert von etwa 25 
erhalten. Durch Dialyse der Extrakte stieg der Adsorptionswert nahezu 
auf das Dreifache bis zu etwa 84 an. 


Tabelle I. Die Adsorption von Amylase aus unreinen Lésungen. 
Anfangliche Konzentrationen 1,68 Am.-E. in 50, 100 und 200 cem. 





. Al, Oz Volumen Adsorbierte - . 
Am.E. . aint pee A.W. K, 
1,68 0,0178 50 | 0,27 15,2 28,2 
1,68 0,0356 50 0,77 21,6 18,2 
1,68 0,0445 50 £ it 25,0 11,3 
1,68 0,0534 50 1,33 24,8 7,0 
1,68 0.0712 50 1,58 22,1 1,9 
1,68 0.0890 50 1,63 18,1 0,9 
1,68 0,0178 100 0,32 18,0 13,6 
1,68 0,0356 100 | 0,77 21,6 9,1 
1,68 0,0445 100 1,084 24,3 6,0 
1,68 0,0534 100 1,3 24,2 3,8 
1,68 0,0712 100 | 1,58 22,1 0,96 
1,68 0,0178 200 0,27 15,2 7,0 
1.68 0,0356 200 0,94 26,4 3,7 
1,68 0,0534 200 1,433 26,8 1,24 


Tabelle II. Die Adsorption von Amylase aus durch Dialyse 
, gereinigten Lésungen. 
Anfangliche Konzentration 1,23 Am.E. in 50 und 100 cem. 





S Aly Oz Volumen Adsorbierte , 

Am.E, ait Ame. A.W. K. 
1,23 0,0036 50 0,200 55,5 20,6 
1,23 0,0089 50 0,745 83,7 9,7 
1,23 0,0267 50 1,002 37,5 4,56 
1,23 0,0356 50 1,157 32,5 1,46 
1,23 0,0036 100 0,16 44,4 10,7 
1,23 0,0089 100 0,745 83,7 4,85 
1,23 0,0267 100 0,95 35,6 2,82 


2. Der Einflu8 der Verdiinnung auf die Adsorption. 


Bei verschiedenen Enzymen ist allgemein beobachtet worden, daB 
die adsorbierte Enzymmenge stark von den anfanglichen Konzentra- 
tionen abhangig ist. So fiihren im Falle von Pankreasamylase sehr 
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verdiinnte Lésungen zu einer starken Verbesserung der auswahlenden 
Wirkung und des Reinheitsgrades der Praparate. Bei der Batate- 
amylase ist indessen das Verhalten bei der Adsorption unabhangig von 
dem Konzentrationsgrad, wie aus den folgenden Versuchen hervorgeht. 


Die Adsorptionsversuche wurden mit unreinen Amylaselésungen 
(wasserigen Extrakten des trockenen Pulvers) von drei verschiedenen 
Konzentrationsgraden durchgefiihrt, 1,68 Am.E. in 50ccm, 1,68 Am.E. in 
100cem und 1,68 Am.E. in 200cem. Eine entsprechende Versuchsreihe wurde 
auch mit Amylaselésungen vorgenommen, die durch Dialyse gereinigt 
waren. Bei diesen Versuchen betrugen 
die Konzentrationen der Lésungen H 
1,23 Am.E. in 50 cem und 1,23 Am.E. in 
100 cem. Die Ergebnisse sind aus den 
Tabellen I und II zu ersehen. 


Aus den Zahlen ist zuentnehmen, =, 
daB das Adsorptionsverhalten des En- ry 
zyms unabhaingig von der urspriing- | 
lichen Enzymkonzentration ist. 24 





3. Der EinfluB des py-Wertes auf 
die Adsorption. 





0 gee af 
. vee —>(K)AmE in 1 der verbleibenden Lisung 
Zur Ermittlung der optimalen 


Abb. 1. 

Wasserstoffionenkonzentration fiir die 1. Adsorptionskurve eines Amylase- 
Adsorption der Amylase dienten die préparats, das durch Dialyse ge- 
a : reinigt wurde. 1,23 Am.E. in 

folgenden Versuche. 50 cem. 
‘ ; , 2. Adsorptionskurve eines unreinen 
Das Adsorptionsmedium enthielt Amylasepriparats. 1,68 Am.E. in 

0,725 Am.E. in 25 cem und n/25 Essig- 50 cem. 


siure-Acetatpuffer von verschiedener 

{H']. Die Ergebnisse sind in Tabelle III wiedergegeben. Die bei ver- 

schiedenen py erzielten Adsorptionswerte wurden immer mit der gleichen 

Menge Aluminiumgel erhalten. 

Tabelle Ill. Konzentration der Enzymlésung: 0,725 Am.E. in 25 cem 
und 0,0089g Al,O, in 25 cem. 





pu: [ete aw | of oe fe a] 
28 0,067 7,5 26,3 4,2 0,663 74,4 2,48 
3,2 0.322 36,2 16,2 5,1 0,340 38,2 15,4 
3,7 0,663 74,4 2,48 6,0 0,132 14,8 23,7 


Aus der Tabelle [1] ist zu entnehmen, daB das Adsorptionsoptimum 
bei pu 3,7 bis 4,2 liegt. 


B. Reinigung durch Adsorption. 
Als Ausgangsmaterial fiir die weitere Reinigung der Amylase durch 
Adsorption diente der dialysierte wasserige Extrakt des trockenen 
Pulvers. Im Verlauf der Reinigung wurde die Dialyse immer bei 
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niedrigen Temperaturen in einem Kalteraum bei — 1 bis + 1°C aus- 
gefiihrt. Hierdurch wurde der Verlust an enzymatischer Aktivitat 
wahrend der Dialyse herabgedriickt. Alle Adsorptionsversuche wurden 
bei niedrigen Temperaturen durchgefiihrt und die Lésungen immer im 
Kalteraum oder in einem Eisschrank aufbewahrt. Es wurde festgestellt, 
daB bei fortschreitender Reinigung die Stabilitat der Amylaselésungen 
merklich abnahm. Dies ging soweit, daB eine weitere Reinigung durch 
Adsorption an Tonerdegel ein drittes Mal nicht vorgenommen werden 
konnte. Durch die folgenden Versuche werden die typischen Beispiele 
der Reinigungsmethode von Amylase erlautert und der Reinheitsgrad, 
der durch eine erfolgreiche und sorgsame Behandlung des Materials zu 
erlangen ist, veranschaulicht. 

Versuch 1. 100g Trockenpulver, dessen Am.W. 0,007 (0,0455 g wasser- 
freies Pulver bei der Hydrolyse nach 10 Minuten 84,6 mg Maltose, ent- 
sprechend k= 0.0319 und A.W. = 0,007) betrug, wurden 2 Stunden mit 
600 cem Wasser bei Zimmertemperatur extrahiert und filtriert. Das Filtrat 
wurde dann zentrifugiert. 400 cem des wasserigen Extraktes mit einem 
A.W. von 0,029 (0,25cem gaben in 10 Minuten 63,0g Maltose; k = 0,0213, 


Trockenriickstand in 10 cem = 0,2880g, A.W. = 0,029) wurden 5 Tage 
lang in Kollodiumkammern im Kalteraum bei — 1 bis + 1°C dialysiert. 


Nach der Dialyse wurde auf 800 ccm verdiinnt. Der A.W. lag dann bei 
0,51 (0,5 cem gaben in 10 Minuten 52,2 mg Maltose; k = 0,0168, Trocken- 
riickstand in 10cem = 0,0066g, A.W. = 0,51). Die Aktivitat war nach 
der Dialyse bei niedriger Temperatur nahezu auf das 20fache gesteigert. 


80 cem der dialysierten Lésung wurden mit 20 ccm Essigsaéure-Acetat- 
puffer (m5) vom py-Wert 3,7 vermischt und nach Zusatz von 2 ccm 
Tonerdegel (0,0356 g Al,O,) 10 Minuten unter haufigem Schiitteln auf- 
bewahrt. Dann wurde zentrifugiert. Das Zentrifugat zeigte nur sehr geringe 
Aktivitat (1 cem gab in 10 Minuten 4,3 mg Maltose). Das Adsorbat wurde 
dann mit 100cem m/150 Phosphatpuffer vom py 7,1 eluiert, indem es etwa 
2 Stunden unter haufigem Schiitteln in einem Eisschrank aufbewahrt und 
schlieBlich zentrifugiert wurde. Die erhaltene Lésung enthielt 2,68 Am.E. 
(0,5 cem gaben in 10 Minuten 43,2 mg Maltose; k = 0,0134). Das in der 
Lésung vorhandene Phosphat wurde durch Fallen mit Magnesiummixtur 
(6 cem) entfernt. Der gebildete Niederschlag wurde schnell abfiltriert und 
sofort mit Essigsaure neutralisiert. Das Gesamtvolumen der Lésung stieg 
auf 150ccem, die 1,92 Am.E. enthielten. Dann wurde die Lésung 3 Tage in 
einem Kalteraum dialysiert und die Aktivitaét bestimmt. Die so erhaltene 
gereinigte Enzymlésung war auf 200 cem Volumen angestiegen und enthielt 
1,36 Am.E. (leem gab in 10 Minuten 23,4mg Maltose; k& = 0,0068). Der 
Trockenriickstand des Gesamtvolumens der Lésung betrug 12,4 mg. Der 
A.W. belief sich auf 1,1. Der Trockenriickstand wurde in etwa 10cem 
Wasser gelést, und diese Lésung auf Vorhandensein von Proteinen gepriift. 
Sie ergab negative Reaktionen bei der Millon-, Xanthoprotein- und Biuret- 
probe. Mit Ninhydrin trat eine sehr geringe Violettfarbung auf. Die Probe 
auf Kohlenhydrate nach Molisch fiel stark positiv aus. 


Versuch 2. Reinigung durch wiederholte Adsorption. Die Amylase wurde 
wie im Versuch | extrahiert und dialysiert. Das Gesamtvolumen der 
dialysierten Lésung betrug 650cem, die 29,5 Am.E. (0,2 cem = gaben in 
10 Minuten 30,6 mg Maltose; k = 0,0091) enthielten. Der A.W. belief sich 
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auf 0,413 (l0cem dieser Amylaselésung enthielten 11,0mg_ Trocken- 
riickstand). Zu 630cem der dialysierten Amylaselésung, die 28,6 Am.E. 
enthielten, wurden 100 ccm n/5 Essigsiure-Acetatpufierlésung vom py 3,7 
und 20cem Tonerdegel (0,356 g Al,O,) zugefiigt. Nach der Adsorption 
wurde zentrifugiert. Die Mutterlauge zeigte keine Aktivitat. Das Adsorbat 
wurde dann 2 Stunden mit 200cem eines m/150 Phosphatpuffers vom 
pu-Wert 7,1 im Eisschrank eluiert und zentrifugiert. Die hergestellte 
Lésung enthielt 24,6 Am.E. (0,1 cem gaben in 10 Minuten 39,6 g¢ Maltose; 
k = 0,0121). Nach Ausfallung des Phosphats durch Zusatz von Magnesium- 
mixtur (12 cem) und schneller Filtration wurde die Lésung unmittelbar 
mit n/5 Essigsiure neutralisiert. Dann wurden 50 cem Acetatpuffer vom 
pu 3,7 zugesetzt. Das Gesamtvolumen der Lésung stieg auf 287 cem, die 
19,51 Am.E. (0,lcem gaben nach 10 Minuten 23,4mg Maltose; & = 0,0068) 
enthielten. 

Nach Zusatz von 8cem Tonerdegel (0,1024g Al,O,) wurde die so 
erlangte Lésung erneut einer Adsorption unterzogen und dann zentrifugiert. 
Die Elution der Amylase aus dem Adsorbat wurde auf die gleiche Weise wie 
oben vorgenommen. Die erhaltene Lésung (200 cem) enthielt 15,8 Am.E. 
(O,leem gaben nach 10 Minuten 27,0mg Maltose; * = 0,0079). Nach 
Entfernung des Phosphats und Neutralisation der Lésung stieg das Gesamt- 
volumen auf 236ccm an, die 12,04 Am.E. (0,lcem gaben nach 10 Minuten 
18,0 mg Maltose; k = 0,0051) enthielten. Die so gewonnene Lésung wurde 
schlieBlich 3 Tage im Kiihlraum dialysiert. Die gereinigte Lésung war auf 
315 cem angestiegen, die 10,71 Am.E. (0,2 cem gaben nach 10 Minuten 
23,4 mg Maltose; & = 0,0068) enthielten. 1l00cem dieser gereinigten 
Lésung enthielten 17,8 mg Trockenriickstand. Der entsprechende Amylase- 
wert war 1,9. 

Von dieser Lésung wurden 100 cem zur Trockne gedampft und der 
Riickstand in 10 cem Wasser gelést. Die Lésung wurde zur Priifung 
auf Proteine und Kohlenhydrate verwendet. Mit der Millon-, Xantho- 
protein-, Biuret- und Ninhydrin-reaktion konnte Protein jedoch nicht 
nachgewiesen werden. Dafiir fiel die Priifung auf Kohlenhydrate nach 
Molisch deutlich positiv aus. Die gereinigte Amylase ist also weder ein 
Protein noch enthdlt sie Proteine als wesentlichen Bestandteil. 


Herrn Professor V. Subrahmanyan, D. Se., F. 1. C., sei an dieser Stelle 
fiir sein reges Interesse an dieser Arbeit herzlicher Dank ausgesprochen. 
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Co-Fermentproblem. 
Von 
Otto Warburg und Walter Christian. 
(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Zellphysiologie in Berlin-Dahlem.) 


(Eingegangen am 16. November 1934.) 


Das Pikrolonat der Base I, das wir aus Co-Fermentpraparaten 
gewonnen haben!, schmilzt unter Zersetzung bei 220° (unkorr.). Wir 
haben das Pikrolonat mit Salzsiure zerlegt, die Pikrolonsdure durch 
Ausathern entfernt und die salzsaure Lésung im Vakuumexsikkator 
iiber Schwefelsiure und Kaliumhydroxyd zur Trockne verdampft. 
Dabei kristallisierte das Chlorhydrat der Base. Es enthielt kein Kristall- 
wasser und gab seine Salzsiure beim Trocknen im Vakuumexsikkator 
nicht ab. Seine Menge betrug 38°%, vom Gewicht des Pikrolonats. 
Nimmt man an, daB ein Molekil Pikrolonsdure sich mit 1 Molekiil Base 
verbindet, so ware das Molekulargewicht der Base 125. 

Das Chlorhydrat ist leicht léslich in Wasser, schwer léslich in 
absolutem Alkohol. Aus heiBem, absolutem Alkohol fallt es beim 
Abkiihlen in Nadeln, die im geschlossenen Kapillarrohr bei 229° (unkorr.) 
unter Braunfirbung schmelzen. Es kristallisiert aus Alkohol ohne 
Lésungsmittel und gibt bei der Analyse folgende Werte (W. Liittgens): 

4,437 mg: 7,324 mg CO,, 1,854 mg H,O; 
3,540 ,, 3,134 ,, AgCl; 
4,580 ,, 0,677 cem N (19,7°, 753 mm). 





c H ian ie ae 
Ber. CgHgN,OHCI (M oes ai 44,8 5.61 17,4 222} 10 
Ber. C,H,N,OHCI (M =—158,5) .. . 45,4 4,42 17,6 224 10 
Gefunden ob Fig Rab os Castalia, 45,0 4,67 17,08 | 21,9 | 11,4 


Nimmt man an, das 1 Molekiil Base sich mit 1 Molekiil Salzsdure 
verbindet, so ware das Molekulargewicht der Base 122 oder 124. 

Platinchlorwasserstoffsiure erzeugt in der salzsauren Lésung des 
Chlorhydrats einen schén kristallisierenden Niederschlag, der abgesaugt 
und mit Alkohol gewaschen wurde. Das Platinat schmilzt tiber 300° 
unter Zersetzung. 

Lést man das Chlorhydrat in Wasser und schiittelt bei 20° mit 
Palladium und Wasserstoff, so wird Wasserstoff aufgenommen. Die 


1 Diese Zeitschr. 274, 112, 1934. 
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Hydrierung ist in etwa 60 Minuten beendet. 0,574 mg Chlorhydrat, 
gelést in 2cem Wasser und mit 10 mg Palladium geschiittelt, nahmen 
232 cmm Wasserstoff auf. Ware das Molekulargewicht der Base 122 
oder 124, so wiirde 1 Molekiil Base bei der Hydrierung 3 Molekiile 
Wasserstoff aufnehmen. 

Schittelt man eine wasserige Lésung des Chlorhydrats mit Silber- 
carbonat, so fallt das Chlor als Chlorsilber aus. Das Filtrat enthalt 
Silber, das mit Schwefelwasserstoff entfernt wird. Verdampft man 
das Filtrat vom Silbersulfid zur Trockne, so kristallisiert die freie Base, 
die im Hochvakuum (Badtemperatur 1LOO®°) sublimiert und sich in 
Nadeln kondensiert. Im _ geschlossenen Kapillarrohr schmelzen die 
Nadeln bei 125° (unkorr.). 

Die freie Base lést sich in geschmolzenem Campher. Zur Molekular- 
gewichtsbestimmung nach Rast wurden 0,195 mg Base mit 2,748 mg 


Campher gemischt. Die Depression betrug 17,5°, woraus man mit 
einer molaren Depression von 338° — ein Molekulargewicht von 154 
berechnet. 


Bei der Molekulargewichtsbestimmung durch Siedepunktserhéhung 
von Alkohol wurde 128 gefunden. 

Analyse der freien Base, die sublimiert und aus Benzol umkristalli- 
siert war: 


4,052 mg Subst. 8,771 mg CO, 1,799mg H,O 
Cc H 
Berechnet C,H,N,O: 59,0 4,92 
(M 122) 
Gefunden : 59,04 4,97 


Die Ausbeute an Base betraigt 10 bis 20 mg aus 100 Litern Pferdeblut. 
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Uber Struktur und Eigenschaften der Esterasen '. 
Von 
Heinrich Kraut und Wolodymyr vy. Pantschenko-Jurewicz. 


(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Arbeitsphysiologie 
Dortmund -Miinster. ) 


(Eingegangen am 1. November 1934.) 


Zu den auffallendsten Eigenschaften der Enzyme gehért ihre Zer- 
setzlichkeit, die sich bekanntlich noch steigert, je mehr man die Enzyme 
von ihren natiirlichen Begleitstoffen in den Sekreten oder Organ- 
extrakten abtrennt. Man hat friiher daraus manchmal den SchluB 
gezogen, daB die Enzyme nur in ihrem natiirlichen physikalischen und 
chemischen Milieu bestaéndig seien, ohne daB auf die Kausalitats- 
zusammenhange naher eingegangen wurde. Bei unseren Versuchen zur 
Reinigung der Leberesterase? sind wir zu einer anderen Auffassung 
iiber die Bestindigkeit dieses Enzyms gelangt. Wir glaubten namlich, 
den plétzlichen Ubergang von verhaltnismaBig guter Bestandigkeit 
zu groBer Zersetzlichkeit, wie er im Verlauf von ReinigungsmaBnahmen 
auftrat, am besten damit erkliaren zu kénnen, daB die Stabilitat der 
Leberesterase durch die Gegenwart eines bestimmten Begleitstoffes — 
wir vermuteten eines tyrosinhaltigen EiweiBabkémmlings — bedingt 
sei. Da nun auch bei anderen Enzymen, z. B. Saccharase und Maltase’, 
aihnliche Bestandigkeitsstiirze als Folge von ReinigungsmaBnahmen 
beobachtet wurden, kann angenommen werden, dab die an der Leber- 
esterase gemachten Erfahrungen auch fiir die Stabilitatsverhaltnisse 
anderer Enzyme Bedeutung haben werden, ja da der Enzymzerfall 
iiberhaupt in einem inneren Zusammenhang mit der besonderen Struktur 
der Enzyme stehe. Daher erschien uns die Erforschung der Zerfalls- 
bedingungen als ein geeigneter Weg, in den Bau der Fermente ein- 
zudringen. Es war dazu notwendig, einfache Verfahren aufzusuchen, 
nach denen unter méglichst weitgehender Abtrennung von unwirksamen 
Begleitstoffen stabile und instabile Leberesterasepraiparate gewonnen 
werden konnten. 

Die Zersetzlichkeit der Leberesterase. 


Die Esterase aus Schweineleber war der Reinigung durch das sonst 
so erfolgreiche Verfahren der Adsorption und Elution nur unter ganz be- 


1 Dissertation W.v. Pantschenko-Jurewicz, Miinster 1934. — ? H. Kraut 
u. H. Rubenbauer, Zeitschr. f. physiol. Chem. 178, 103, 1928. — *% Siehe 
besonders den Abschnitt Enzymzerstérung (S. 56ff.) in der IIT. Abhandlung 
zur Kenntnis des Invertins von R. Willstdtter, J. Graser u. R. Kuhn, Zeitschr. 
f. physiol. Chem. 128, 1, 1922. 
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sonderen Bedingungen zuganglich. Es muBte namlich erst durch ein anderes 
Verfahren (die Ausfallung eines Teils der begleitenden hochmolekularen 
EiweiBkoérper mittels Dialyse) eine Vorreinigung erfolgt sein, damit die 
Adsorptionsmethode iiber die ersten Anfange hinaus eine Steigerung des 
Reinheitsgrades bringen konnte. Aber auch nach der Dialyse gelang dies 
pur durch ein ganzes System von wiederholten Voradsorptionen und Haupt 
adsorptionen, Wechsel der Konzentration und der Adsorbentien, und fiir 
jeden dieser Schritte muSten durch eingehende Vorstudien bei jedem 
neuen Praparat die giinstigsten Mengenverhiltnisse neu ermittelt werden. 
Die bekannten Schwierigkeiten der Enzymisolierung traten an diesem 
Beispiel besonders kraB in Erscheinung. 

Es ist uns nun gelungen, die Reinigung durch Anwendung von 
Bleiphosphat als Adsorbens wesentlich zu vereinfachen. Bleiphosphat, 
das in der Esteraselésung aus Ammoniumphosphat und Bleiacetat ge- 
bildet wird, adsorbiert bevorzugt gerade die durch Dialyse entfernbaren 
Begleitstoffe, so daB wir durch eine einzige Voradsorption dasselbe er- 
reichen, wofiir bisher Dialyse und Voradsorption mit Kaolin und Alu- 
miniumhydroxyd erforderlich war, namlich Esterasewerte von 25 bis 35. 

Kine zweite Voradsorption mit Bleiphosphat bringt Esterasewerte 
von 50 bis 65. Allerdings ist es notwendig, hier die anzuwendenden 
Adsorbensmengen durch Vorproben sehr genau zu ermitteln, da ganz 
geringe Unterschiede der Adsorbensmengen schon groBe Unterschiede 
der Ausbeuten und Reinheitsgrade hervorrufen. Noch wechselnder ist 
der Erfolg einer auf die Voradsorption folgenden Hauptadsorption an 
Bleiphosphat. Es kam vor, daB durch Hauptadsorption und folgende 
Elution mit Essigsiure der Reinheitsgrad von E. W. 64 auf 44 sank. 
In anderen Fallen stieg er bedeutend an: bei dem besten Praparat war 
der Esterasewert nach der zweiten Voradsorption mit Bleiphosphat 50, 
nach Hauptadsorption und Elution 166. Dieses Praparat tibertrifft 
noch wesentlich das bisher reinste aus unserer friiheren Untersuchung 
mit E. W. 114. 

Der einfache und iibersichtliche Verlauf dieses Reinigungsverfahrens 
erlaubte es, den Zusammenhang zwischen der Bestandigkeit des Enzyms 
und den Verschiebungen in der Zusammensetzung der Praparate auf- 
zudecken. Es zeigte sich noch viel deutlicher als an den Praparaten 
unserer friiheren Mitteilung, daB der Reinheitsgrad fiir den Zerfall der 
Leberesterase nur eine untergeordnete Bedeutung besitzt. Die beiden 
Voradsorptionen mit Bleiphosphat sind hierauf ohne EinfluB. Auch 
unser reinstes Priparat vom E. W. 166 war verhaltnismaBig stabil 
es verschwanden in 4 Tagen nur 30°, der Wirksamkeit. Andererseits 
kénnen Praparate mit Esterasewerten unter 40 schon sehr instabil sein. 
Eine Elution aus Kaolinadsorbat vom E. W. 38 verlor z. B. in 2 Tagen 
70%, ihrer Wirksamkeit. Dies bestatigt unsere Vermutung, daf fiir 
die Bestandigkeit der Esterase aus Schweineleber nicht ein gewisses 


R* 
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Milieu, die Einlagerung in ein unbestimmtes System von Schutz- 
kolloiden maBgebend ist, sondern eine ganz bestimmte, wenn auch noch 
nicht rein isolierte chemische Substanz, deren Wegnahme zwar nicht 
die Enzymwirkung sofort aufhebt, aber einen raschen Enzymzerfall 
einleitet. 

Struktur der Leberesterase. 


Nach der von R. Willstatter begriindeten Anschauung besteht das 
Molekiil eines Enzyms aus einem kolloiden Trager und einer rein chemisch 
wirkenden Gruppe!. Fiir eine derartige Verkettung von zwei Kompo- 
nenten durch Partialvalenzen, die nicht nur in der Enzymchemie, sondern 
weitverbreitet in der lebenden Natur vorkommt, ist von &. Willstatter 
und ©. Rohdewald der Begriff ,,Symplex” eingefiihrt worden®. Die 
aktive Gruppe bedingt die spezifische katalytische Wirkung, aber die 
Verkettung mit dem Trager steigert nicht nur ihre Intensitat, sondern 
bewirkt auch die feineren Unterschiede der Spezifitat. So fiihren 
R. Willstatter, R. Kuhn und H. Sobotka* die Affinitatsunterschiede des 
Emulsins verschiedener Herkunft zu den #-Glucosiden auf Unter- 
schiede der Trager bei gleicher aktiver Gruppe zuriick. Die geringe 
peroxydatische Wirkung des Hamins wird durch das Hinzutreten des 
EiweiBbestandteils im Hamoglobin erheblich gesteigert’. Aber die 
Oxyhamoglobine verschiedener Tierarten zeigen in ihrer Wirkung 
als Peroxydase immerhin erhebliche Differenzen, die von R. Willstdtter 
und A. Pollinger® mit den Unterschieden der Globinkomponente in Zu- 
sammenhang gebracht werden. ,,Beim Oxyhaémoglobin erkennt man, dab 
es Unterschiede in der Konstitution des kolloiden Tragers gibt, welche 
Unterschiede im Reaktionsvermégen der wirksamen Gruppe zur Folge 
haben.’ Die Aufklarung der Natur des gelben Atmungsferments durch 
O. Warburg und W. Christian® fiigt sich dieser Auffassung der Enzym- 
struktur ausgezeichnet ein. Sie konnten dieses Enzym in zwei Kom- 
ponenten zerlegen, ein hochmolekulares Eiwei8 und einen Farbstoff der 
Flavingruppe, die fiir sich keine meBbare Enzymwirkung besitzen, aber 
in ihrer Vereinigung, wie vor kurzem H. Theorell? zeigte, das Atmungs- 
ferment darstellen. 

Um fiir die Beziehungen von aktiver Gruppe, Trager und ihrer 
Vereinigung zum eigentlichen Enzym, dem Symplex, einfache Be- 
zeichnungsméglichkeiten zu haben, schlagen wir vor, fiir die beiden 
Komponenten des Symplexes den Namen des betreffenden Enzyms mit 
geeigneten Nachsilben zu verwenden. Es soll die aktive oder spezifische 


1 Chem. Ber. 55, 3601, 1922. — ? Zeitschr. f. physiol. Chem. 225, 
103, 1934. 3 Ebenda 129, 33, 1923. — 4 R. Kuhn u. L. Braun, Chem. 
Ber. 59, 2370, 1926. — ° Zeitschr. f. physiol. Chem. 180, 281, 1923. — 


6 Diese Zeitschr. 254, 438, 1932. — 7 Ebenda 272, 155, 1934. 
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Gruppe durch die Nachsilbe —agon (von eyevy fiihren, herbeifiihren), 
der Trager durch die Nachsilbe —pheron (von meget tragen) bezeichnet 
werden. Esterase-agon ist also die aktive Gruppe der Esterase, Esterase- 
pheron der Trager ihrer aktiven Gruppe und Esterase-symplex die 
Vereinigung von beiden im wirksamen Enzym Esterase. 

An vielen Beispielen ist nun gezeigt worden, daB die Enzyme nur 
so lange bestandig sind, als sie im Symplex mit dem Trager vereinigt 
sind. Der Trager kann z. B. bei der Saccharase wechseln, er kann 
auch wie bei der Urease teilweise abgebaut werden!. Ein einzelner 
Trager kann also entbehrlich sein. Auch kénnen in den Lyo- und 
Desmo-enzymen® lésliche und unidésliche oder durch Verbindung mit 
anderen Substanzen unléslich gemachte Trager mit derselben aktiven 
Gruppe verbunden. sein. Die Beobachtungen itiber Stabilitatsanderungen 
wahrend der Reinigung von Leberesterase zeigen aber eindeutig, dab 
auBer der Vereinigung mit dem Trager im Symplex noch ein weiterer 
Faktor vorhanden sein muBb, der weder fiir die Spezifitat noch fiir die 
Intensitat der Esterase, sondern nur fiir ihre Bestandigkeit erforderlich 
ist. Denn die Entfernung dieses Faktors hebt nicht die enzymatische 
Wirksamkeit auf oder vermindert sie, sondern leitet einen fortschrei- 
tenden Zerfall des Enzymsymplexes ein. Wir konnten beweisen, dab 
dieser Faktor nichts anderes als der freie Trager des Esterase-agons ist, 
indem der Symplex nur bei Gegenwart eines Uberschusses von Trager 
(Pheron) bestandig ist. 

Das Gleichgewicht der Reaktion 

Agon -- Pheron = Symplex 
ist offenbar so gelagert, daB neben dem Symplex noch erhebliche An- 
teile der freien Komponenten vorhanden sind, mit anderen Worten, die 
Gleichgewichtskonstante der Massenwirkungsgleichung 
{ Agon] [Pheron] 

; [Symplex] 

ist nicht sehr klein. Dann muB jede Entfernung, sei es von Trager 
oder von Agon, einen Symplexzerfall einleiten, bis das neue Gleich- 
gewicht erreicht ist. Bei vielen Enzymen ist aber das freie Agon 
nicht bestandig, sondern lagert sich zum groBen Teil in ein offenbar 
nicht mehr zur Symplexbildung befahigtes Produkt um, das wir vor- 
laufig Anagon nennen wollen. Im Falle der Leberesterase geht die 
Umwandlung von Agon in Anagon wesentlich langsamer vonstatten 
als der Zerfall des Symplexes. Da der Zerfall der Enzyme meist sehr 
stark vom py abhangt, kann man annehmen, dab die Konstanten dieser 


1 EB. Waldschmidt-Leitz u. F. Steigerwaldt, Zeitschr. f. physiol. Chem. 
195, 260, 1931. 2 Ebenda 203, 189, 1931. 
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Reaktionsgleichungen nicht nur mit der Temperatur, sondern auch mit 
der Wasserstoffionenkonzentration sich verindern. Dies miiBte sich 
dann auch auf die enzymatische Reaktion selbst auswirken. 


Die Ansicht unserer Miinchener Schule, daB die Enzyme nicht aus 
einer einzelnen chemischen Verbindung, sondern aus einem ,,Stoff- 
system‘‘!, nimlich der Vereinigung von Pheron und Agon zum Symplex 
bestehen, wird dadurch bestatigt, aber zugleich in einem wesentlichen 
Punkte weiter entwickelt. Das ,,Enzym-System* besteht nicht nur in 
dem Aufbau aus den Komponenten, sondern in dem durch das Massen- 
wirkungsgesetz geregelten Nebeneinander des Symplexes mit den freien 
Komponenten. Fir die Bestandigkeit eines Enzyms ist nicht nur die 
Verbindung des Agons mit dem Pheron zum Symplex erforderlich, 
sondern dazu noch ein UberschuB an freiem Pheron, der den Zerfall 
des Symplexes verhindert. 

Damit ist auch eine Entscheidung dariiber herbeigefiihrt, ob der Trager 
nur eine physikalisch geeignete Oberflache fiir die Ausbreitung des Agons 
darstellt, d. h. das Agon in den zu seiner Wirksamkeit erforderlichen Ver- 
teilungszustand bringt und es darin erhalt, oder ob er mit ihm eine che- 
mische Verbindung eingeht. Das Bestehen eines Massenwirkungsgleich- 
gewichts ist nur beim Vorliegen einer chemischen Verbindung méglich. 
DaB normale Gleichgewichte auch bei kolloidalen Stoffen vorkommen, 
hat J. Loeb? an der Reaktion der EiweiSkérper mit Saéuren und Basen 
gezeigt. Es wiirde aber auch dieser Auffassung nicht widersprechen, wenn 
die chemische Reaktion nur an der Oberflache der kolloidalen Trager er- 
folgen kénnte, also ein Adsorptionsgleichgewicht sich ausbilden wiirde. 


Es ist nun zu priifen, welche experimentellen Belege fiir diese 
Anschauung im Falle der Leberesterase aufgefunden werden kénnen, 
und wieweit die Befunde an der Leberesterase mit den an anderen 
Enzvymen gemachten Erfahrungen iibereinstimmen. 


Sonderung von Esterase-agon und -pheron. 


Die Esterase ist in den Extrakten aus getrockneter Leber und 
besonders in den nur wenig gereinigten Praparaten eines der stabilsten 
Enzyme. Ihre Wirksamkeit vermindert sich selbst bei jahrelangem 
Aufbewahren meist nur wenig. Wir nehmen daher an, daB der Esterase- 
symplex in den Extrakten aus Leber neben den irrelevanten Begleit- 
stoffen von sehr viel freiem Pheron begleitet ist, und daher infolge der 
Massenwirkungsgleichung nur ganz wenig Esterase-agon und -anagon 
vorhanden sein kann. Reinigungsverfahren, bei denen stabile Praparate 

' Handb. d. Biochem., Erganzungswerk, 1, 384, 1934. — ? Die EiweiB- 
kérper und die Theorie der kolloidalen Erscheinungen. Berlin, Julius 
Springer, 1924. 
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erhalten werden, entfernen nur oder hauptsachlich Begleitstoffe, die 
nicht zum System gehéren, veréndern aber nicht wesentlich das Ver- 
haltnis von Symplex zu Pheron. Umgekehrt wird durch Reinigungs- 
maBnahmen, die zu instabilen Praparaten fiihren, der PheroniiberschuB 
entfernt, so daB so lange Symplexzerfall und darauffolgend Umlagerung 
von Esterase-agon in Anagon eintreten mub, bis das neue Zusammenspie] 
der Gleichgewichte erreicht ist. 

Das Esterase-pheron gehért nach den Erfahrungen unserer friiheren 
Mitteilung nicht zu den genuinen EiweiSkérpern. Von diesen kann 
ein groBer Teil durch die Entfernung von Salzen mittels Dialyse ge- 
fallt werden, ohne daB die Bestandigkeit beeintrachtigt wird. Auch die 
Enzymwirkung nimmt dabei nur wenig (um 10 bis 30°) ab. Weitere 
EiweiBreaktionen verschwanden bei den folgenden Reinigungsoperationen. 
Auch die Millon-Reaktion gehért, entgegen unserer friiheren Vermutung, 
anscheinend nicht zum Pheron. Wir finden sie in ganz stabilen Praparaten 
nach der Bleiphosphatvoradsorption stets abgeschwacht, manchmal (bei 
Anwendung von mindestens 2 mg Probesubstanz) sogar negativ. Die GréBe 
der kolloiden Tragerteilchen kann durch Ultrafiltration annahernd er- 
mittelt werden. Sie liegt zwischen 1 und 10 my. 

Bemerkenswert ist das Adsorptionsverhalten des Kaolins in den 
dialysierten Lésungen. Es entfernt namlich neben viel unwirksamen 
Begleitstoffen meist 10 bis 20°, des wirksamen Enzyms, ohne die Be- 
stiindigkeit zu beeintrichtigen. Eine Verdopplung der Kaolinmenge 
steigert aber die adsorbierte Enzymmenge nur um wenige Prozente. 
Will man mehr Enzym an Kaolin binden, so muB man sehr groBe 
Kaolinmengen anwenden, z. B. 70g Kaolin, um von 3400 E. E. des 
E.W.7 98°, zu binden. Man kann daher annehmen, daB Kaolin 
bevorzugt das Esterase-agon adsorbiert und nur in viel geringerem 
Grade den Symplex und das Pheron. Noch ausgepragter ist dies 
bei Kieselgur der Fall, das ein ausgezeichnetes Adsorbens fiir das 
Esterase-agon ist. 

Auch hier mu8 zur Herstellung des Gleichgewichts der Entfernung 
von Esterase-agon eine geringe Spaltung des Symplexes folgen. Tatséchlich 
fanden wir nach Behandlung der Restlésung einer Bleiphosphatadsorption 
mit Kieselgur bei raschem Arbeiten eine Ausbeute von 1,47 E. E. in 15 cem, 
7 Stunden spiter waren es nur noch 1,1 E. E., dann aber trat in mehreren 
Tagen kein weiterer Enzymverlust ein. Den Betrag an freiem Esterase-agon 
vor der Behandlung mit Kieselgur kann man danach immerhin auf einige 
Prozente des im Symplex gebundenen Agons schiatzen. 

In reineren Lésungen ist die Adsorption des Agons an Kieselgur 
noch sehr viel starker. So verliert man nach der zweiten Bleiphosphat- 
behandlung fast die gesamte Enzymwirkung durch eine langdauernde 
Filtration der triiben Lésung durch eine Kieselgurschicht. Wir be- 
niitzen diese Methode zur Herstellung des von Symplex und Agon 
weitgehend befreiten Esterasetragers. 
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Bleiphosphat bevorzugt besonders in saurer Lésung das Pheron 
vor dem Esterase-agon. In geringer Menge angewandt, bindet es aller- 
dings fast nur Begleitstoffe, die nicht zum System gehéren. Wenn man 
aber nach ihrer Abtrennung die Hauptmenge des Enzyms an Blei- 
phosphat bindet, so erhalt man instabile Restlésungen. Auch in den 
Elutionen aus Bleiphosphatadsorbaten ist die Esterase oft instabil. 
Es scheint, daB das Pheron schwerer als der Symplex durch Essigséure 
eluierbar ist. 


Gegenseitige Umwandlung von Leberesterase und Pankreaslipase. 

Die bisher beschriebenen Versuche beweisen im Grunde nicht viel 
mehr, als daB es Verfahren zur Herstellung von stabilen und von labilen 
Esteraselésungen gibt. Unsere Annahme, dah diese Bestandigkeits- 
unterschiede auf den Verschiebungen des Verhaltnisses von Symplex, 
Pheron und Agon beruhen, laBt sich aber beweisen, wenn es gelingt, 
durch Vereinigung von Lésungen, die nach unserer Theorie einen Uber- 
schuB an Esterase-agon enthalten, mit solchen, die einen TragertiberschuB 
aufweisen, neuen Symplex zu synthetisieren. Natiirlich bedarf es dazu 
groBer Unterschiede im Verhiltnis der beiden Komponenten, und wir 
kénnen bisher zwar leicht relativ reines Esterase-pheron, aber noch 
nicht einen sehr groBen Uberschu8 an Agon aus Leberpraparaten 
herstellen. Einen einfachen Weg dazu sehen wir aber bei der Pankreas- 
lipase. 

Die Pankreaslipase ist ndmlich im Gegensatz zur Leberesterase in 
wisseriger Lésung ein sehr labiles Enzym. Sie halt sich langere Zeit 
nur in Glycerinausziigen des Pankreas. Verdiinnt man die Lésungen 
mit Wasser, z. B. auf das Zehnfache, so scheidet sich ein eiweiBhaltiger 
Niederschlag ab, und ein rascher Enzymzerfall setzt ein. Nach unseren 
Vorstellungen mu also das System der Pankreaslipase nach dem 
Verdiinnen einen Uberschu8 an Agon enthalten, das sich allmahlich 
in Anagon umwandelt. Vermischt man nun frisch mit Wasser verdiinnte 
und vom koagulierten Trager abfiltrierte Pankreasglycerinextrakte 
mit stabilen, d.h. pheronreichen Leberesterasepraparaten, so muB 
sich der Uberschu8 von Lipase-agon mit dem Uberschu8 an Esterase- 
pheron zu neuem Symplex vereinigen, falls die beiden Enzymsysteme 
aus ahnlichen Komponenten aufgebaut sind. Tatsachlich finden wir 
nach dem Vermischen einen Zuwachs an methylbutyratspaltendem 
Enzym gegeniiber den in den Komponenten nachweisbaren Mengen, z. B. 
von 35%. Dagegen ist die Spaltung von Tributyrin vermindert. Es 
ist also eine Synthese des Leberesterase-symplexes aus den Komponenten 
erfolgt, wobei der Pankreasauszug das Agon, das Leberpraparat das 
Pheron geliefert hat. Wesentlich gréBer war die Wirksamkeitssteigerung, 
als wir durch Entfernen von Esterase-agon schwach aktive, aber be- 
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sonders tragerreiche Leberesterasepraparate herstellten, und sie mit 
abfiltrierten wasserigen Pankreaspraiparaten vermischten, die gegen 
Methylbutyrat fast véllig inaktiv waren. Wir konnten nun so viel 
Leberesterase neu bilden, daB die Wirksamkeit verdoppelt wurde 
(218°, Ausbeute). 

Die Neubildung von Leberesterase ist um so bemerkenswerter, 
als gerade die Leberesterase im Gegensatz zur Pankreaslipase nicht 
durch irgendwelche Zusaitze aktiviert werden kann. Es handelt sich 
also nicht um eine Steigerung der Wirksamkeit der vorhandenen 
Enzymmenge, sondern wirklich um eine Neubildung. Dies beweist, 
daB eine Verschiebung des Massenwirkungsgleichgewichts zugunsten 
des Leberesterase-svmplexes eingetreten ist. 

DaB dabei nicht Pankreaslipase, sondern Leberesterase gebildet wurde, 
zeigt sich deutlich in der Anderung des Quotienten der Methylbutyrat- 
zur Tributyrinspaltung nach dem Vermischen der beiden Lésungen. Wahrend 


bei Schweinepankreaslipase das Verhaltnis B. E.: E. E. ungefahr L000: 1* 
ist, und bei unserer gereinigten Schweineleberesterase 6:1, war in 
unserem Versuch mit 35°, Zuwachs an Esterspaltung der Quotient 
B. E.: E. E. 70:1, also viel kleiner als im Pankreas. Berechnet man 


dieses Verhaltnis in den vereinigten Lésungen aus denjenigen der an- 
gewandten Pankreas- und Leberpraparate, so miiBte es 117: 1 betragen. 
Man kann daraus entnehmen, daf nicht nur das vorhandene freie Lipase- 
agon mit Esterase-pheron sich zu Leberesterasesymplex vereinigte, sondern 
daB auch noch ein Teil der Pankreaslipase selbst dissoziierte und ihr Agon 
ebenfalls in Leberesterase verwandelt wurde (siehe experimenteller Teil). 
Dem entspricht es, daB wir auch die synthetisierte Leberesterase ebenso 
wie die schon vorhandene durch Atoxyl hemmen konnten. 


Auch der entgegengesetzte Weg, die Umwandlung von Leberesterase 


in Pankreaslipase 1aBt sich verwirklichen. In den unverdiinnten 
Glycerinextrakten ist namlich auch die Pankreaslipase von einem sehr 
groBen TrageriiberschuB begleitet. Die Leberesterase verliert bei 


wiederholter Bleiphosphatvoradsorption einen Teil ihres Trageriiber- 
schusses. Wenn man nun Pankreas-Glycerinextrakte mit derartigen 
Leberesteraselésungen verdiinnt, so fallt kein Niederschlag aus, und 
die Aktivitét gegeniiber Tributyrin ist erheblich vermehrt (um 35 
bis 46°.), wahrend die Methylbutyratspaltung um einige Prozente 
herabgedriickt wird. 

Unsere Versuche geben zugleich einen wichtigen Aufschlu8 tiber 
die Natur der Esterasen und Lipasen. Die Untersuchungen tiber die 
Spezifitat dieser Enzyme, die vor allem von R. Willstdtter, E. Bamann 
und ihren Mitarbeitern! ausgefiihrt wurden, haben zu der Erkenntnis 
gefiihrt, daB diese Enzyme in ihrer Spezifitaét mehr als alle anderen 

* R. Willstdtter u. F.R.Memmen, Zeitschr. f. physiol. Chem. 188, 


216, 1924. — |! Siehe den zusammenfassenden Aufsatz von E. Bamann 
im Handb. d. Biochem., Erganzungswerk, 1, 422, 1933. 
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von ihren Begleitstoffen und Tragern beeinfluBt werden. Nun ist 
festgestellt, dap sogar die in ihrer Spezifitdt am weitesten voneinander 
entfernten Enzyme dieser Gruppe, die Esterase der Leber und die Lipase 
des Pankreas ein und dasselbe Agon besitzen und sich nur durch die andere 
Komponente des Symplexes, das Pheron, unterscheiden. Es gibt zum 
mindesten in derselben Tierart nur ein Agon fiir die ester- und fett- 
spaltenden Enzyme. Denn daB auch Magenlipase und Pankreaslipase 
dasselbe Agon haben, liBt sich aus den Versuchen von R. Willstdtter, 
F. Haurowitz und F. Memmen'! entnehmen, die die charakteristischen 
Unterschiede in den Aktivitaéts-py-kurven der beiden Lipasen durch 
Reinigung der Magenlipase beseitigen oder wenigstens sehr abschwachen 
konnten. 


Friiher hat man auch die Unterschiede der optischen Spezifitaét haufig 
auf den EinfluB von Begleitstoffen zuriickfiihren wollen. In ihrer Unter- 
suchung iiber die Konfigurationsspezifitat der Esterasen in verschiedenen 
Reinheitsgraden fanden aber R. Willstdtter, E. Bamann und Johanna 
Waldschmidt-Graser*, ,,daB sich in keinem Fall bei der Steigerung des enzy- 
matischen Reinheitsgrades der Sinn des optischen Auswahlens andert. 
Die Spezifitéit ist also mit gréBerer Wahrscheinlichkeit wie bisher den 
Enzymen selbst zuzuschreiben‘', bzw. dem mit dem Agon zum Symplex 
vereinigten Pheron. Manche Begleitstoffe kénnen aber offenbar mit dem 
Pheron um das Agon konkurrieren und so das Gleichgewicht beeinflussen. 
Sie andern dadurch nicht die Spezifitét, aber sie vermindern den erreich- 
baren Betrag an Symplex und hemmen dadurch die Aktivitét. So kommt 
es, daB die Vereinigung von agonreichen hochgereinigten Esteraseprapa- 
raten mit den begleitstoffreichen Rohlésungen regelmaBig eine Verminderung 
der Aktivitat bewirkt. 

Vielleicht wird durch einen ahnlichen Vorgang die Aktivierung von 
unreinen Lipasepriparaten der verschiedensten Herkunft durch ganz 
kleine Mengen von Chinin, Atoxyl und Schwermetallsalzen® erklarbar. 
Man kann annehmen, da8 diese Gifte zuerst mit den in groBem UberschuB 
vorhandenen Begleitstoffen reagieren, und diese dadurch aus der Konkurrenz 
um das Agon oder das Pheron ausschalten. Der schadigende EinfluB weiterer 
Zusatze miiBte dann in einer Reaktion der Gifte mit Pheron oder Agon 
(je nach der Beschaffenheit des Giftes) bestehen. So ist es versténdlich, 
daB die Aktivierbarkeit durch ganz kleine Giftmengen mit fortschreitender 
Reinigung ausbleibt, da die betreffenden Begleitstoffe schon entfernt sind. 


Die Hemmung durch Zusdtze bestimmten chemischen Charakters, 
z. B. durch Amine oder Aldehyde ist besonders durch H. v. Euler und 
seine Mitarbeiter¢ zur Erkennung von _ reaktionsfihigen Atom- 
gruppierungen in Enzymen angewandt worden. Man wird bei ihrer 
Deutung darauf zu achten haben, daB diese Zusitze nicht nur an der 


' Zeitschr. f. physiol. Chem. 140, 203, 1924. — * Ebenda 173, 155, 
1928. 3 P. Rona u. Mitarbeiter, diese Zeitschr. 146, 144, 1924; 167, 
171, 1926; K.Gyotoku, ebenda 193, 39, 1928. — * Zeitschr. f. physiol. 


Chem. 127, 99, 1923; 158, 160, 1926; 159, 1, 1926; IS9, 218, 1930, u. a. 
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Bindungsstelle zwischen Enzym und Substrat, sondern eben so gut, 
und vielleicht sogar haufiger, an den Bindungsstellen von Pheron und 
Agon angreifen kénnen. Se wird Atoxyl vermutlich mit seiner Amino- 
gruppe an dem Esterase-agon angreifen, denn es hemmt besonders 
die Leberesterase, bei der infolge des groBen Trageriiberschusses nur 
wenig freies Agon vorhanden ist. Die Verbindung des Agons mit Atoxyl 
fiihrt daher notwendig einen Symplexzerfall herbei. Bei Pankreas- 
lipase ist dagegen ein UberschuB des Agons und wenig freier Trager 
vorhanden, so dab eine merkliche Verschiebung des Gleichgewichts 
erst durch groBe Mengen von Atoxyl herbeigefiihrt wird. Umgekehrt 
reagiert Chinin offenbar mit dem Pheron, denn es hemmt schon in 
geringer Konzentration die pheronarme Pankreaslipase, hat aber keine 
Wirkung auf die ungereinigte, tragerreiche Leberesterase. Bekannt- 
lich werden aber gereinigte und dadurch pheronirmer gemachte Leber- 
praparate ebenfalls von Chinin gehemmt. Da auBer den komplex- 
bildenden Schwermetallsalzen alle Gifte der Lipasen entweder primére 
Aminogruppen oder aber Carbonyl- oder Hydroxylgruppen tragen, 
kann man vermuten, daB auch die Verbindung von Agon und Pheron 
zwischen Aminogruppe und Carbonyl oder Hydroxy! erfolgt. 

Manche bei der Spaltung von Estern entstehende Alkohole werden 
vielleicht nicht nur durch Verschiebung des Gleichgewichts von Substrat 
und Spaltprodukten, sondern auch durch ihre Verbindung mit dem Trager 
und den dadurch veranlaBten Symplexzerfall hemmend auf die Geschwindig- 
keit der Reaktion wirken. Freilich erscheint das Vorhandensein von Amino-, 
Hydroxylgruppe usw. wohl als die Voraussetzung fiir die Reaktion mit den 
Komponenten des Symplexes, aber allein noch nicht entscheidend fiir den 
Eintritt und Umfang der Hemmung. 

Der Nachweis eines gemeinsamen Agons in Leber- und Pankreas- 
lipase liefert die Erklaérung fiir den wichtigen und tberraschenden 
Versuch von A. Virtanen und P. Suomalainen'. Sie injizierten Meer- 
schweinchen und Kaninchen groBe Mengen von Pankreaslipase und 
fanden, da diese hauptsachlich in der Leber angereichert wurde, 
aber nicht als Pankreaslipase, sondern in Form von Leberesterase, 
wie sie durch Atoxylvergiftung beweisen konnten. Es ist also durch 
die Injektion von Agon an derjenigen Stelle eine Vermehrung des 
Symplexes erfolgt, an der ein groBer UherschuB des fiir das betreffende 
Organ typischen Pherons vorhanden war, in diesem Falle in der Leber. 

Aber auch ein weiterer Unterschied der beiden Arten von ester- 
spaltenden Enzymen, die Aktivierbarkeit der Pankreaslipase durch 
Zusaitze erfahrt eine einfache Aufklérung durch die Annahme, dab 
Albumin ein Trager des Agons ist, der sich mit ihm zu neuem Symplex 
vereinigen kann. Die Leberesterase ist von einem groBen Cherschub 


' Zeitschr. f. physiol. Chem. 219, 1, 1933. 
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an Pheron begleitet, und es ist daher nicht méglich, durch Vermehrung 
dieses Uberschusses die Enzymwirkung zu steigern. Pankreaslipase 
dagegen enthalt nach dem Verdiinnen der Glycerinausziige einen 
UberschuB an Agon. Wir lieBen eine Lésung von Pankreaslipase so 
weit zerfallen, bis nur noch ein Bruchteil der Tributyrinspaltung und 
keine Methvlbutvratspaltung mehr nachzuweisen war. Zusatz von 
Blutalbumin bewirkte dann eine Vermehrung der Tributyrinspaltung 
bis zum Fiinffachen, wahrend nur eine geringe Methylbutyratspaltung 
auftrat (B. E.: E. E. 4500: 1). Hieraus geht hervor, dap das Albumin 
nicht eine Vermehrung der Wirkung des noch vorhandenen Symplexes, 
sondern eine Synthese von neuem Symplex aus den unwirksamen Kom- 
ponenten hervorruft. Natiirlich ist damit nicht sicher entschieden, daB 
der Pankreastrager selbst Albumin oder ein anderes hochmolekulares 
KiweiB sein mufB. Es kénnte auch ein Trager als Beimengung in den 
Albuminpraparaten enthalten sein. Als eine wirkliche Aktivierung 
ist dagegen die Steigerung der Fettspaltung durch Kalksalze, besonders 
durch Caleciumoleat anzusehen, die von R. Willstatter, E. Waldschmidt- 
Leitz und F. Memmen' als Bildung eines komplexen Adsorbates von 
Enzvm und Substrat an den Aktivator gedeutet wird. 

In einer Untersuchung iiber pankreatische Lyo- und Desmolipasen 
fanden FE. Bamann und P. Laeverenz*, daB die unter sorgfaltigem AusschluB 
von autolytischen Prozessen gewonnenen wasserigen Extrakte aus Pankreas- 
driisen eine ganz besonders stark durch Albumin und Calciumoleat akti- 
vierbare Lyolipase enthalten. Sie finden bei Zusatz der ,,Ausgleichs- 
aktivatoren’* Erhéhung der Wirksamkeit um 5000 bis 9000° >, wahrend 
die zuriickbleibende Desmolipase nur um einige 100% aktivierbar war. 
Sicherlich ist dieser Versuch so zu deuten, daB gleichzeitig mit dem Symplex 
der Lyolipase ein groBer UberschuB von Agon in Lésung ging, der dann 
mit dem Albumin zu neuem Symplex synthetisiert wurde, wahrend die 
Aktivierung durch das Calciumoleat sich vielleicht auf die Lyo-, wie die 
Desmolipase erstreckte. Bei der Autolyse wird dann Pankreastrager in 
so groBer Menge in Freiheit gesetzt, daB eine Synthese durch Albumin 
nur noch in geringem Umfange erfolgen kann. 

Es scheint auch der umgekehrte Vorgang, namlich die Trennung von 
Esterase-agon und -pheron bei der Autolyse eintreten zu kénnen. Bei 
unseren Versuchen zum Nachweis einer Cerase in den Wachsmotten- 
raupen® fanden wir bei der Autolyse einen gewaltigen Zuwachs an Tri- 
butyrinspaltungsvermégen, aber keine ceratische Wirkung. Vielleicht ist 
die Cerase nicht in die Lyoform iiberfiihrbar, aber ihr Agon ging an den 
léslich gewordenen Trager der Fettspaltung iiber. 

Mit Sicherheit kann man aber aus unseren Versuchen entnehmen, 
daB nicht nur das Agon, sondern auch die Trager der Esterasen ganz 
bestimmte chemische Verbindungen sein miissen. Von einer allgemeinen 

' Zeitschr. f. physiol. Chem. 125, 93, 1923. — ? Ebenda 228, 1, 1934. — 


’ H. Kraut, H. Burger u. W.v. Pantschenko-Jurewicz, diese Zeitschr. 269, 
205, 1934. 
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Bindung an die Protoplasmabestandteile, wie es von A. Fodor! ver- 
treten wird, kann keine Rede sein, vielmehr von der Reaktion einer 
bestimmten chemischen Verbindung, des Agons mit einer Gruppe 
ebenfalls definierter Stoffindividuen, der Pherona. Es erscheint gerade 
als ein Mittel zur 6konomischen Anpassung der enzymatischen Ester- 
spaltung an die Bedirfnisse des Organismus, da demselben Agon an 
verschiedenen Stellen ganz verschiedene kolloidale Trager mit wohl 
definierten chemischen Eigenschaften zur Bildung der in ihrer Spezifitat 
verschiedenen Symplexe dargeboten werden, im Magen, im Pankreas, 
im Serum und in der Leber. Die Unterscheidung der einzelnen lipoly- 
tischen Fermente voneinander gewinnt aber hierdurch eine andere 
Bedeutung. 


Vergleich mit anderen Gebieten der Enzymechemie. 


Es bleibt noch zu untersuchen, wie weit die Anschauung vom 
Gleichgewicht zwischen Agon, Pheron und Symplex mit anderen Er- 
fahrungen der Enzymchemie iibereinstimmt. Sie erklart in befriedigender 
Weise die besonderen Schwierigkeiten, die sich der Isolierung der reinen 
Enzyme und damit der Aufklarung ihrer chemischen Natur entgegen- 
stellen. Bisher ist noch jeder geniigend weit geférderte Versuch der 
Enzymreinigung an der zunehmenden Unbestandigkeit gescheitert. 
Da wir die Enzyme im allgemeinen nur durch ihre Wirksamkeit er- 
kennen, richten sich die ReinigungsmaBnahmen ausschlieBlich auf den 
enzymatisch wirksamen Symplex. Zu seiner Erhaltung ist aber ein 
UberschuB an dem bis jetzt nicht erkennbaren Pheron notwendig, und 
es ist einleuchtend, daB der UberschuB an Pheron sich um so mehr 
verringert, je mehr der Reinheitsgrad ansteigt, und daher die Reinigungs- 
methoden fiir den Symplex auswahlender gestaltet werden muissen. 
Aber nicht nur der Zerfall der hoéher gereinigten Enzympraparate, 
sondern das komplizierte Adsorptionsverhalten der Enzyme tberhaupt 
findet eine Erklarung darin, daB nicht ein einzelner Stoff, sondern ein 
System von drei Stoffen adsorbiert und eluiert werden mub, von dem 
bisher nur ein einziger der Messung zuganglich ist. Um diese Schwierig- 
keit zu tiberwinden, wird man kiinftig durch Beobachtung des Enzym- 
zerfalles auch darauf achten miissen, welche Verfahren das Pheron, 
und welche das Agon anreichern oder vermindern. Es ist bezeichnend, 
daB die einzigen naher bekannten Enzyme das peroxydatisch wirkende 
Hamoglobin, das gelbe Atmungsferment und die Katalase? sind, fii 
deren Aufklarung nicht nur ihre spezifische Enzymwirkung, sondern 
auch ihr Spektrum und das ihrer Agona herangezogen werden konnte. 
Die gewonnene Erkenntnis der Enzymstruktur zeigt zum ersten Male 


! Ergebn. d. Enzymforsch. 1, 39, 1932. — * K. Zeile, ebenda 3, 265, 1934. 
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einen Weg, auch ohne das nur in wenigen Spezialfallen anwendbare 
Hilfsmittel der Spektralanalyse zur chemischen Natur der Enzyme 
vorzudringen. 

Die Formen des Zerfalls sind iibrigens bei den meisten unter- 
suchten Enzymen so ahnlich, daB man unsere an den Esterasen 
gewonnenen Anschauungen wohl auf die meisten anderen Enzym- 
systeme wird iibertragen kénnen. Der anfangs rasche, dann sich mehr 
und mehr verlangsamende Zerfall der auf eine héhere Reinheitsstufe 
gebrachten Enzymlésungen zeigt deutlich die Einstellung der neuen 
Gleichgewichte. Vor allem finden sich zahlreiche Analogien zu dem 
oben beschriebenen Fall der Abtrennung des freien Agons bei vor- 
handenem TrageriiberschuB: rascher Zerfall eines kleinen Teils des 
Symplexes kurz nach der ReinigungsmaBnahme, hierauf véllige Stabilitat 
des Enzyms. 

Die besten Beispiele fiir Gleichgewichtsverschiebungen sind an den 
kristallisierten Enzymen Urease und Trypsin beobachtet worden. 
1. B. Sumner und D. B. Hand beschreiben zwei Formen der Inakti- 
vierung von kristallisierter Urease durch einfaches Verdiinnen mit 
Wasser, eine rasch eintretende und eine langsam verlaufende. J. B. 
Sumner und K. Myrbdck* konnten die rasche Inaktivierung auf 
Verunreinigung des zur Verdiinnung verwendeten Wassers durch 
Schwermetallsalze zuriickfiihren und durch besondere Reinigung 
beseitigen oder durch Schwefelwasserstoff riickgingig machen. Aber 
der EinfluB der Schwermetallsalze erstreckt sich nur auf die rasche 
Inaktivierung. Die langsam verlaufende scheint davon nicht beriihrt 
zu werden, so da hier der Symplexzerfall durch die Verdiinnung 
bewirkt wird. Dies ist offenbar nur bei besonderer Lage des Gleich- 
gewichts méglich, denn bei anderen Enzymen sind Inaktivierungen 
durch Verdiinnen der Enzymlésungen bisher noch nicht beobachtet 
worden. 

Nach J. H. Northrop und M. Kunitz® verliert das kristallisierte 
Trypsin beim Erwarmen seine Aktivitét und gewinnt sie beim Ab- 
kiihlen véllig oder fast véllig wieder. Die naheren Bedingungen dieses 
Vorganges sind vor kurzem von M.L. Anson und A. EF. Mirsky# 
untersucht woraen. Sie finden, daB die Inaktivierung des Trypsins 
durch Erhitzen dann vollstandig durch Abkiihlen riickgangig gemacht 
werden kann, wenn sekundare Verdinderungen des denaturierten 
Trypsins, z. B. durch Alkalieinwirkung oder durch tryptischen Abbau 
vermieden werden. ,,There is a mobile equilibrium between the native 
and denaturated forms of trypsin which depends on the concentrations 


1 J. of biol. Chem. 76, 149, 1928. — ? Zeitschr. f. physiol. Chem. 189, 
218, 1930. — * Ergebn. d. Enzymforsch. 2, 104, 1933. — ‘4 J. gen. Phys. 
17, 3, 1934. 
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of acid, alkali and alcohol and on the temperature.” So ist bei 40° 
(und der geeigneten sauren Reaktion) das Trypsin vollkommen aktiv, 
bei 50° bereits vollstindig zerfallen, wihrend bei allen dazwischen- 
liegenden Punkten der Temperaturkurve ein ganz bestimmtes und von 
beiden Seiten her erreichbares Verhaltnis von aktivem und inaktivem 
Trypsin besteht. J. H. Northrop und M. Kunitz sehen in dieser Hitze- 
inaktivierung einen der Griinde, das Trypsin selbst zu den FEiweib- 
kérpern zu rechnen. Sie diskutieren wohl die Méglichkeit, daB das 
eigentliche Enzym aus einer Vereinigung von einem hypothetischen 
Non-protein-molekiil mit dem an sich tryptisch unwirksamen Protein- 
molekil bestehen kénne, also aus einem Symplex. ,,In the absence of 
positive proof for the existence of such a hypothetical molecule these 
assumptions secm unlikely... On the other hand it is, of course, 
impossible to disprove the existence of such molecules. Since nothing 
is known of the properties of these hypothetical active molecules it 
would be perfectly logical to assume that they are proteins themselves.“ 
Inzwischen sind solche aktiven Molekiile beim Atmungsferment und 
bei den Lipasen erwiesen worden. Aber sogar beim Trypsin selbst ist 
ein Anhaltspunkt fiir ihre Existenz eben in der reversiblen Hitze- 
inaktivierung gegeben. Die Hitzedenaturierung der EiweiBkérper tritt 
namilich erst oberhalb einer bestimmten Temperatur ein und ist dann 
nicht mehr durch Abkiihlen riickgangig zu machen. Hier aber liegt ein 
vollkommenes Gleichgewicht vor, das Gleichgewicht zwischen Symplex 
und seinen Komponenten, dessen Konstante von der Temperatur 
abhangt. Wahrscheinlich kénnte man reversible Hitzeinaktivierungen 
noch bei manchen anderen Enzymen beobachten, wenn nicht der 
Chergang von Agon in Anagon haufig die Wiederkehr des Ausgangs- 
zustandes unméglich machen wiirde. Auch nach unserer Auffassung 
sind die kristallisierten Enzyme wirklich die reinen Enzyme, namlich 
die Symplexe, und es ist verstandlich, daB jeder Angriff auf die Pheron- 
komponente, die EiweiBnatur besitzt, auch die enzymatische Aktivitat, 
die dem Symplex zukommt, vermindern muB. Aber zur Aufklarung 
der chemischen Natur dieser Enzyme ist es notwendig, das gebundene 
Agon innerhalb des Symplexes zu erkennen. 

Die Vorstellung vom Gleichgewicht der Enzymkomponenten 
macht aber auch die Fille der Aktivierungs- und Hemmungserschei- 
nungen in der Enzymchemie erst verstindlich. Wenn neben dem 
enzymatisch wirksamen Symplex freies Agon und Pheron vorhanden 
sind, muB jede chemische Verbindung, die mit einer dieser Komponenten 
reagiert, das Gleichgewicht stéren und die Enzymwirkung hemmen. 
Da auch diese Bindungen in den meisten Fallen keine vollstandigen 
sein werden, sondern wieder Gleichgewichte mit erheblichen Betragen 
an freien Komponenten, ist es ersichtlich, daB die Wegnahme oder 
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chemische Veranderung einer auf den Symplex selbst nicht einwirkenden 
Verbindung doch eine Vermehrung des Symplexes, also eine Aktivierung 
des Enzyms, bewirken kann. Natiirlich wird man sich hiiten miissen, 
diese Betrachtungsweise zu verallgemeinern, und alle Inaktivierungs- 
und Hemmungserscheinungen als Zusatz einer Kemponente, als Zufuhr 
oder Wegnahme einer um die Komponenten konkurrierenden Ver- 
bindung aufzufassen. 

Auch wird sich die Erkenntnis, daB die Esterasen aus Symplexen 
desselben Agons mit verschiedenen Tragern bestehen, auf manche 
andere Enzymgruppen tibertragen lassen. So betrachten R. Willstdtter 
und .W. Rohdewald! die Lyo- und Desmoenzyme als Verbindungen der 
aktiven Gruppen mit léslichen oder unléslichen bzw. verankerten 
Tragern, und sie beginnen bei den Amylasen der Leukocyten schon 
zu erértern, welche Unterschiede dieser zahlreichen Enzymgruppe auf 
die verschiedenen Trager, und welche auf die Unterschiede der aktiven 
Gruppen zuriickgeftihrt werden kénnen?. 

In ihrer schon erwéhnten Abhandlung iiber die einheitliche Natur 
der £-Glucosidase des Emulsins kommen R. Willstatter, R. Kuhn und 
H. Sobotka zu dem Ergebnis, daB die an verschiedenem Ausgangs- 
material beobachteten Ausschlage der Zeitwertquotienten sich durch 
die Divergenz der Affinitaten quantitativ verstehen lassen. _ ,,Diese 
Divergenzen diirften nicht auf eine von Emulsin zu Emulsin verschiedene 
Struktur der aktiven Gruppe zuriickzufiihren sein. Das ahnliche Verhalt- 
nis, in dem bei jedem Enzymmaterial die Einzelaffinitaten zueinander 
stehen, spricht dafiir, daB nur ihre Reaktionsfahigkeit variiert.“‘ Sie 
sehen eine Erklarungsméglichkeit, die mit unseren Befunden an den 
Lipasen durchaus iibereinstimmt, darin, ,,daB von verschiedenen 
Pflanzen verschiedene kolloidale Trager fiir die spezifisch wirksame 
Gruppe ausgebildet werden“. 

Kinén schénen Beleg fiir eine Veranderung der Enzymeigenschaften 
durch chemische Veranderung des Pherons zeigt die Ricinuslipase. 
Sie geht nach R. Willstatter und E. Waldschmidt- Leitz aus der in Ricinus- 
samen vorhandenen Spermatolipase mit einem Wirksamkeitsoptimum 
bei px4,7 bis 5,0 durch proteolytischen Abbau in die Blastolipase 
iiber, bei der das Wirksamkeitsoptimum am Neutralpunkt liegt. 

Sicher werden bei den verschiedenen Enzymsystemen grobe Unter- 
schiede in der Lage des Gleichgewichts zwischen Symplex, Pheron 
und Agon aufgefunden werden. Es mag vorkommen, daf die Gleich- 
gewichtskonstante viel kleiner als bei den Esterasen ist, so daB neben 
dem Symplex nur ein geringer Betrag an freien Komponenten vorhanden 
ist. Auch kann vielleicht bei anderen Enzymen das Agon selbst schon 
eine deutliche Enzymwirkung besitzen, die im Symplex nur gesteigert 


' Zeitschr. f. physiol. Chem. 2038, 189, 1931. — * Ebenda 221, 13, 1933. 
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erscheint, wie die peroxydatische Wirkung des Hamins, und es wird 
auch vorkommen, daB das Agon fiir sich besténdig ist, also nicht im 
Gleichgewicht mit einem Anagon steht. 

Da die Bildung von Symplexen nicht auf die Enzyme beschrankt 
ist, sondern sich bei einer sehr groBen Zahl von anderen physiologisch 
wichtigen Stoffen, Vitaminen und Hormonen, findet, wird man darauf 
achten miissen, daB auch hier Gleichgewichte der Symplexe mit den 
prosthetischen Gruppen und ihren Tragern vorliegen kénnen. Aber 
nicht nur die Wirkungssteigerung, sondern auch die Inaktivierung, die 
bei manchen Hormonen groBe physiologische Bedeutung besitzt, kann 
auf Symplexbildung zuriickgefiihrt werden und dem Gesetz der 
Massenwirkung unterliegen. Die Beobachtungen iiber die Gleich- 
gewichtseinstellungen bei der Inaktivierung des Pankreashormons 
Kallikrein durch Blut sind hierfiir ein charakteristisches Beispiel!. 


Experimenteller Teil. 
Darstellung der Extrakte aus Schweineleber. 

Das wie in unserer vorigen Mitteilung? dargestellte Trockenpulver 
siebten wir anfangs ab und verwendeten nur die feinen Anteile. Es stellte 
sich aber heraus, daB die gréberen ebensoviel oder noch mehr Esterase 
enthalten, z. B. erhielten wir aus 300g gesiebten Trockenpulvers 54000 E. E., 
aus 200g nicht gesiebten Pulvers 60000 E. E. Die Extraktion mit n/40 
Ammoniaklésung lieBen wir anfangs 16 bis 20 Stunden stehen. Spater 
verkiirzten wir die Extraktionsdauer auf 2 Stunden, da in der ersten halben 
Stunde schon 80% der gesamten extrahierten Esterase in Lésung geht. 
Der Reinheitsgrad ist sowohl nach zweistiindiger, wie 20stiindiger Ex- 
traktion ungefaihr gleich (durchschnittlich E.W.6).  Erst bei langer 
dauernder Extraktion wurden durch die beginnende Autolyse viel mehr 
Begleitstoffe in Freiheit gesetzt. 


Adsorption mit Bleiphosphat. 

Die aus 200 bis 300 g Schweinelebertrockenpulver mit der 40 fachen 
Menge n/40 Ammoniak in 2 Stunden gewonnenen Extrakte versetzen 
wir mit soviel Bleiphosphat, daB 25 bis 28° der enzymatischen Wirk- 
samkeit verschwinden. Das Bleiphosphat lassen wir in der Enzym- 
lésung aus 10° iger Ammoniumphosphatlésung und dem doppelten 
Volumen 20° iger Bleiacetatlésung in n/10 Essigsaiure entstehen. Wir 
versetzen zuerst Proben der Lésungen von 50 bis 100 cem mit ab- 
gemessenen Mengen Ammoniumphosphatlésung, neutralisieren genau 
mit Essigsiure, und geben dann tropfenweise die Bleiacetatlésung dazu. 
Es ist notwendig, dabei sehr stark mechanisch zu riihren und das Zu- 
tropfen des Bleiacetats Jangsam vorzunehmen (ungefahr 100 ccm in 
1 Stunde), wenn die Vorprobe mit dem Hauptversuch iibereinstimmen 

1 H. Kraut, E.K. Frey u. E. Werle, Zeitschr. f. physiol. Chem. 192, 
1, 1930; E. Werle, diese Zeitschr. 2738, 291, 1934. — ? Zeitschr. f. physiol. 
Chem. 178, 103, 1928. 
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soll. Anfangs fanden wir oft Differenzen von 20 bis 40%, zwischen 
Vorprobe und Hauptversuch. Seit dem Einhalten dieser Sicherheits- 
maBregeln differieren die beiden um nicht mehr als héchstens 5°. 
Der Bleiphosphatniederschlag allein ]4Bt sich nicht klar abfiltrieren, 
dagegen gelingt dies leicht nach Verriihren mit wenig Kieselgur. 

Die zweite Voradsorption mit Bleiphosphat, die ungefahr 30°, 
des Symplexes entfernen soll, erfordert eine viel geringere Menge des 
Fallungsmittels und besonders genaue Ermittlung der Ausbeute durch 
Vorproben. Bei raschem Arbeiten kann man auch hier noch die Lésungen 
durch Kieselgur kliren. Eine zweite Behandlung mit Kieselgur ver- 
mindert die Ausbeute schon sehr betrachtlich, und in héheren Rein- 
heitsgraden kann die Aktivitat dadurch vollkommen aufgehoben werden. 


Nach der zweiten Voradsorption geniigt schon eine sehr kleine 
Menge Bleiphosphat, um fast das ganze Enzym zu binden. Die Elution 
mit n/l0 Essigsaure liefert nur Ausbeuten zwischen 30 und 40°). In 
den Elutionen ist Reinheitsgrad und Bestandigkeit sehr verschieden. 
Die Tabelle I gibt den Reinigungsverlauf von drei in ihrer Art charak- 
teristischen Praparate wieder. 


Tabelle I. Reinigung von Leberesterase mit Bleiphosphat. 





Priaparat: 1 | 9 : 3 
Reinheitsgrad des Ew.21 | EW.25 | £Ew.2i 
Trockenpulvers 
Extraktion 200g Trockenpulver mit 6 Liter n/40 Ammoniak 2 Std. extrahiert 
Reinheitsgrad E. W. 6 | E. W. 38,2 | E. W. 3,5 
1. Voradsorption 2 Liter Extrakt | 5 Liter Extrakt 2 Liter Lésung 


mit Bleiphosphat |-+-120cem Ammon- | + 250cem Ammon- | + 100cem Ammon- 
phosphat + 240cem | phosphat + 500ccm | phosphat + 200 ccm 


’ Bleiacetat Bleiacetat Bleiacetat 
Ausbeute 50%, 72% 72% 
Reinheitsgrad kK. W. 29 Kk. W. 34 


2. Voradsorption 2130cem Lésung | 4600cem Lésung  1800cem Losung 
+ 10cem Ammon- | +10cem Ammon- + 20cem Ammon- 
phosphat + 20cem | phosphat + 20cem phosphat + 40ccem 


Bleiacetat | Bleiacetat Bleiacetat 
Ausbeute 50% | 88 % 30% 
Reinheitsgrad E. W. 50 E. W. 64 
Hauptadsorption 2 Liter Lésung 500 cem Lésung 
+20cem Ammon- | +4cecm Ammon- 
phosphat + 40 cem phosphat + 8 ecm 
Bleiacetat Bleiacetat 
In der Restlésung % 19% 
Elution mit 1 Liter n/10 mit 200 cem n/10 
Essigsaure Kssigsaure 
Ausbeute §2% %, 


Reinheitsgrad K. W. 166 
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Das fertige Praparat 1 zerfiel langsam und verlor in 4 Tagen etwa 
30°, seiner Aktivitat. Praparat 3 zerfiel sehr schnell, so daB nach 
22 Stunden nur noch 20°, der Aktivitaét zuriickblieben. Die beiden 
Praiparate unterscheiden sich im Reinigungsgang dadurch, daB bei 
Praparat 3 zur zweiten Bleiphosphatvoradsorption fast das doppelte 
an Bleiphosphat verwendet wurde. Daher verminderte sich der Pheron- 
iiberschuB betrachtlich, so daB man nach der folgenden Hauptadsorption 
nur noch ein sehr instabiles Praiparat erhalten konnte. 


Es ist von groBem Vorteil, da8 die erste Reinigung mit Bleiphosphat 
die Unterschiede im Reinheitsgrad der Extrakte ausgleicht, und man daher 
von den wechselnden Eigenschaften des Ausgangsmaterials unabhangiger 
wird. Bleiphosphatsuspension ist, bei saurem px elektropositiv geladen, 
ein basisches Adsorbens und adsorbiert daher vorwiegend die elektro- 
negativen Bestandteile des Leberextraktes, das sind Pheron und Begleit- 
stoffe. Die letzteren werden schon zum Teil durch die saure Reaktion 
ausgeflockt, so daB beim ersten Schritt der Reinigung die Adsorption an 
Bleiphosphat mit einer einfachen Essigséurefaillung gekoppelt ist. 

Bleiphosphat bindet die Leberesterase nicht an der fiir die Reaktion 
mit dem Substrat maBgebenden Stelle, wie folgender Versuch lehrt: 50 eem 
einer zweimal vorgereinigten Lésung, enthaltend 1,3 E. E. in 1 cem, wurden 
mit 0,3cem Ammoniumphosphat + 0,6cem Bleiacetat versetzt. Die 
Aktivitat der Bleiphosphatsuspension war 1,0 E. E. in 1 cem, das sind 70% 
der Ausgangslésung. Dann wurde scharf abzentrifugiert und die Aktivitat 
der Restlésung bestimmt. Sie betrug nur noch 0,2 E. E. in 1 cem, das sind 
15% der Ausgangslésung. Hieraus laBt sich entnehmen, daB das adsorbierte 
Enzym an Bleiphosphat mit seinem Trager gebunden sein muB&. 

Ahnlich wie das Bleiphosphat adsorbiert Tonerde (Polyaluminium- 
hvdroxyd A) neben den Begleitstoffen vorwiegend das freie Esterase- 
pheron, Zusatz weiterer Mengen aber auch den Symplex, und zwar ebenfalls 
an seinem elektronegativen Teil. Genau umgekehrt verhalten sich die 
sauren Adsorbentien Kaolin und Kieselgur. Sie bevorzugen namlich das 
Esterase-agon. Bei héherem Reinheitsgrad, wo sich der Zerfall des Sym- 
plexes in trégerarmen Lésungen bemerkbar macht, kann die auswahlende 
Adsorption des Agons so lange fortschreiten, bis der vorhandene Symplex 
zum gr6Bten Teil zerfallen ist. 


Anreicherung von Pheron und Agon in Leber- und Pankreasextrakten. 
Dieses Verhalten der sauren Adsorbentien gibt uns die Mdéglich- 
keit, aus vorgereinigten und so von Begleitstoffen weitgehend be- 
freiten Leberpriparaten Lésungen herzustellen, die symplexarm, aber 
sehr pheronreich sind. 


In 500 ccm einer mit Bleiphosphat zweimal vorgereinigten Esterase- 
lé6sung mit E. W. mindestens 30 werden etwa 5g Kieselgur eingemischt; die 
Fliissigkeit mu8 dann bis zur Einstellung des enzymatischen Gleich- 
gewichtes stehenbleiben. In einem Praparat von 1,6 E. E. pro cem waren 
15 Minuten nach der Behandlung mit Kieselgur noch 0,5 E. E. pro eem 
vorhanden. Die Aktivitét hatte also durch Adsorption des Agons um 69% 
abgenommen. In einem anderen Versuch waren von 3,3 E. E. pro ecm 
nach 75 Minuten nur noch 0,12 E. E. pro cem vorhanden, das sind 4°% der 


g* 








132 H. Kraut u. W. v. Pantschenko-J urewicz: 


urspringlichen Aktivitat. Es ist daher notwendig, die Lésung mindestens 
eine Stunde mit dem Kieselgur in Beriihrung zu lassen. 

Vom Symplex und Pheron weitgehend befreites KEsterase-agon 
stellt man am besten aus Pankreas dar. Dazu wurde einfach der Glycerin- 
auszug von Pankreas auf das lOfache mit Wasser verdiinnt, und der 
nach 10 bis 20 Minuten ausflockende, globulinartige Pankreastrager 
abfiltriert. 

Wir erhielten dabei Lésungen, die gegen Methylbutyrat fast inaktiv 
waren, und gegen Tributyrin nur einen Bruchteil ihrer urspriinglichen 
Aktivitaét besaBen. In zwei Versuchen aus demselben Pankreasextrakt 
blieben von 77 B. E. nach der beschriebenen Behandlung einmal 13,6, das 
andere Mal 12,5 B. E. iibrig. Beide Male war die Methylbutyratspaltung 
zu gering, um gemessen zu werden. 

Die Méglichkeit, agon- und pheronreiche Praparate herzistellen, 
konnte dazu verwendet werden, um aus den Komponenten Enzym- 
symplexe zu synthetisieren. Die Tabelle I] gibt Versuche wieder, 
die mit Agon aus Pankreas und Pheron aus Leberextrakten angestellt 
sind und zur Bildung von neuem Leberesterasesymplex gefiihrt haben. 


Tabelle II. Synthese von Esterasesymplex aus Agon und Pheron. 





1. Darstellung von Pheron | 2. Darstellung von Agon 3. Mischung von Pheron und Agon 


Versuch I 


Leberextrakt zweimal Pankreasextrakt ver- 15cem Loésung [ 

mit Bleiphosphat vor- diinnt auf das Zehn- |+ 10 ,, ee | 

sets a pag fache und abfiltriert i com enthtihen BT &. E. 
Ee ee statt berechnet 1,7 E. F., 
0,51 KE. E. pro ecm 0,025 E. E. pro cem also Zuwachs 118 °,, 


Versuch II 


15cem Lésung I 
+10 , oo ae 


25 ccm enthielten 8,64 EK. E. 
statt berechnet 7,6 E. E., 
0,51 E. E. pro ccm OK.E. proeem | also Zuwachs 15% 


Versuch IIT 
25cem Lésung I 
ee 
50 em enthielten 4,2 K. E. 
statt berechnet 3,1 K. E., also 


sel pie * — Zuwachs 35%, und 300B. E. 
0,125 EK. E. pro cem 0 E.E. pro ecm statt berechnet 350 B. E., 


14 id Sal 13,6B.E. , also Abnahme 14% 


In die Mischung des Versuchs III wurden eingebracht 340 B. E. aus 
Pankreaspraparat und 10 B.E. aus Leberpraparat = 350B.E. In der 
verwendeten Menge des Leberextraktes waren 3,1 E. E., der Pankreas- 
extrakt war gegen Methylbutyrat inaktiv. Das Verhaltnis von B. E.: E. E. 
berechnet sich aus den Komponenten = 117. Die Messung der Mischung 
aber ergab 300 B. E und 4,2 E. E., also B. E.: E. E. = 71. Dieser Versuch 
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stellt daher sowohl eine Esterasesynthese aus den inaktiven Bestandteilen, 
wie auch eine teilweise Umwandlung der noch vorhandenen Pankreaslipase 
in die Leberesterase dar. Fiir die Natur des entstandenen Symplexes ist die 
Verschiebung des Verhaltnisses von B. E.: E. E., sowie die Vergiftbarkeit 
mit Atoxyl beweisend. Wir versetzten die Mischung mit 10mg Atoxyl 
und fanden danach in 50cem nur noch 0,2 E. E. und 190 B. E. 

Es ist zu bemerken, da8 die aus Pankreasextrakt hergestellte Lésung 
des Agons frisch (héchstens nach '/, Stunde) verwendet werden muB, da die 
Umwandlung des freien Agons in das Anagon schnell fortschreitet. Derselbe 
Versuch III wurde nach 7 Stunden mit den alten Lésungen wiederholt, 
ohne da eine Synthese eintrat. 

Um den umgekehrten Weg, die Synthese von Pankreaslipase zu 
beschreiten, kann man sich der tragerreichen Glycerinextrakte aus 
-ankreastrockenpulver bedienen. Das Agon entnehmen wir dann 
einem durch die Reinigung an Trager verarmten Leberpraiparat. Aller- 
dings war im ersten durch zweimalige Voradsorption mit Bleiphosphat 
gereinigten Leberpraparat durch lingeres Stehen das Agon zum groBen 
Teil in Anagon iibergegangen. Es gelang trotzdem, einen Zuwachs an 
Pankreaslipase um 35°, zu erzielen. 

10 cem Glycerinextrakt von Pankreas wurden mit 40 cem gereinigten 
Leberpraparates versetzt. Der Pankreasextrakt enthielt 77 B. E. pro cem, 
der Leberextrakt 0,45 B.E. pro cem. Die Mischung von beiden hatte 
20,8 B. E. pro ccm statt berechnet 16,9 B. E., die Aktivitat war also um 
35% erhoht. 

Noch bessere Versuche erzielten wir im folgenden Versuch: Frischer 
-ankreasextrakt wurde mit Wasser auf das Vierfache verdiinnt und mit 
Kieselgur behandelt. 1 cem dieser Lésung enthielt dann 100 B. E. 
(statt 970 B. E. im frischen Extrakt). So vorbehandelte Lésung wurde 
mit zweimal vorgereinigtem Leberpraparat (2,7 B. E. in leem) im 
Verhaltnis 1 : 1 gemischt und nach einer halben Stunde gemessen. Diese 
Mischung enthielt 75 B. E. pro 1 ccm statt der berechneten 51,3 B. FE. 
Die Steigerung der Aktivitaét betrug also 46°). 

Synthese des Lipase-symplexes aus Agon und Blutalbumin. 
25cem eines Pankreasextraktes, der nach dem Verdiinnen und 
Abfiltrieren 13,6 B. E. pro cem enthielt, und ohne meBbare Wirkung 


Tabelle HT. Verminderung der Aktivitat durch Stérung des enzy- 
matischen Gleichgewichts durch Begleitstoffe. 





Versuch : 1 2 3 
Leberesteraselésung, durch Blei- 0,8 E. E. 3,3 KE. EB, 2,2 E. E. 
phosphatvoradsorption gereinigt pro cem pro cem pro ccm 
Leberesteraseextrakt, roh 0,41 EF. E. 0,58 KE. E. 1,23 E. E. 
pro ecm pro cem pro cem 
Mischung der beiden 1: 1 S90... | EEE. 0,4 EK. E. 
pro ccm pro ccm pro com 


Aktivitatsverlust in der Mischung 10% 12 % 74% 
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auf Methylbutyrat war, versetzten wir mit 25 ccm einer 0,38 °,igen 
Albuminlésung. In 50cem des Gemisches fanden sich 1875 B. E. 
und 0,42 E. E., wihrend nach der Berechnung nur 340 B. E. darin 
enthalten sein sollten. Es ist also bei dieser Synthese die Aktivitat 
des vorhandenen Enzyms auf das 5fache erhéht worden. 
Chemische Untersuchung von Esterase-symplex und -pheron. 

Die TeilchengréBe des Symplexes wurde durch einen Ultra- 
filtrationsversuch mit Filtern der Membranfilter-Gesellschaft, G6éttingen, 
ermittelt. 





Tabelle IV. Ultrafiltration von Leberesterase. 


Membran } Porengrébe Durchgegangen 
Mittelfein . . . 0,1 u 15%, 
OS Se ne ee 10 ma 66 
Ultrafein .. . von 10 bis 1 mz 10 


Die TeilchengréBe muB demnach zwischen 10 und 1 my liegen. 


Um die Ladung des Symplexes zu bestimmen, wurde ein Kata- 
phoreseversuch nach L. Michaelis! ausgefiihrt. Dabei wurde n/10 
essigsaure, zweimal vorgereinigte Leberesteraselésung verwendet. Die 
Spannung an den Elektroden betrug 220 Volt. 


Tabelle V. Kataphorese von Leberesterase. 





Vor dew Versuch Nach dem Versuch 
Kathodenflissigkeit . . . 0 E.E. pro cem 0 E.E. pro ecm 
Anodenfliissigkeit . . . . O ate aw re tee 
Mittelfliissigkeit. . . .. WSU: , y 85,0E.E. , , 


Der Symplex wandert als Ganzes zur Anode mit einer in unserem 
Versuch festgestellten Geschwindigkeit von lem pro Stunde, ohne 
daB Zersetzung eintritt. Er ist also nicht ionogen spaltbar. 

Fir die chemische Untersuchung verwendeten wir zu jeder Probe 
mindestens 3 bis 5 mg Trockensubstanz. Sowohl bei rasch zerfallendem, 
wie auch bei noch vollkommen stabilen Leberesterasepriparaten 
blieben manchmal die gebrauchlichen EiweiBreaktionen aus. Die Stoffe, 
die sie verursachen, werden daher wohl keine integrierenden Teile 
des Esterasesymplexes der Schweineleber sein. Bei einem stabilen 
Priparat vom E. W.70, das mit Bleiphosphat zweimal vorgereinigt 
und nach der Hauptadsorption mit Essigséure eluiert war, waren 
bei Anwendung der erwahnten Mengen negativ: 

Millon-, Ferrocyanid-, Adamkiewicz-, Biuret-, Schwefelblei- und 
Voisenetreaktion. Positiv war nur die Molisch-Reaktion. 








! Diese Zeitschr. 16, 84, 1909. 
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Andererseits kénnen schnell zerfallende Praéparate noch starke 
EiweiBreaktionen zeigen. Damit ist die Unabhangigkeit der Enzym- 
stabilitat von der Anwesenheit jener Stoffe bewiesen. 

Ein schnell zerfallendes Leberesterasepriparat (Tabelle I, Pra- 
parat 3), das in 22 Stunden 80°, seiner Wirksamkeit verlor, gab positive 
Millon-, Pauly-, Schwefelblei- (schwach), Xanthoprotein- und Kalium- 
ferrocyanidreaktion, negativ war dagegen nur die Argininprobe nach 
Harden-Norris bei Anwendung von ungefihr 5 mg Trockensubstanz. 


Zusammenfassung. 


1. Durch Adsorption mit Bleiphosphat ]éBt sich die Leberesterase 
in wenigen Reinigungsstufen und mit guten Ausbeuten auf héhere 
Reinheitsgrade bringen. Die Reinigung laBt sich so leiten, daB stabile 
oder instabile Praparate der Leberesterase entstehen. 

2. Durch das Studium der Zerfallserscheinungen der Leberesterase 
laBt sich die Anschauung, daB die Enzyme aus aktiver Gruppe und 
Trager bestehen, dahin erweitern, daB zwischen der aktiven Gruppe 
(Esterase-agon), dem Trager (Esterase-pheron) und dem eigentlichen 
Enzym (Esterase-symplex) ein Massenwirkungsgleichgewicht besteht. 
Seine Konstante ist so groB, daB nur bei groBem PheroniiberschuB das 
Agon fast vollstandig im Symplex, der allein die enzymatische Wirk- 
samkeit besitzt, gebunden ist. Entfernung des freien Pherons fiihrt 
zum Zerfall des Symplexes bis zur Herstellung des neuen Gleichgewichts. 

3. Das freie Esterase-agon ist nicht bestandig, sondern wandelt 
sich langsam in ein nicht mehr zur Symplexbildung befahigtes Produkt, 
in Anagon um. 

4. Es werden Verfahren beschrieben, um Leberesterasepraparate 
mit Uberschu8 an Pheron und solche mit UberschuB an Agon her- 
zustellen. Dasselbe ]aBt sich bei Pankreaslipase durchfiihren. 

5. Vereinigt man pheronreiche Leberesterasepriparate mit agon- 
reicher Pankreaslipase, so wird neue Leberesterase synthetisiert. Aus 
agonreicher Leberesterase und pheronreicher Pankreaslipase _bildet 
sich umgekehrt neue Pankreaslipase. Leberesterase und Pankreaslipase 
besitzen dasselbe Agon und unterscheiden sich nur durch ihre ver- 
schiedenen Pherona. Die Unterschiede in der Spezifitaét der ester- 
spaltenden Enzyme sind eine Funktion der mit dem Agon im Symplex 
vereinigten Trager. 

6. Die Aktivierung der Pankreaslipase durch Albumin ist eine 
Synthese von neuem Symplex mit dem iiberschiissigen Agon. 

7. Viele Erfahrungen an anderen Enzymen lassen erkennen, 
daB auch bei ihnen ein durch das Massenwirkungsgesetz geregeltes 
Gleichgewicht zwischen Symplex, Agon und Pheron besteht. 





Eine Mikromethode zur Bestimmung von Athylalkohol 
in Organen. 


Von 
Otto Mollestad, 
(Aus dem Pharmakologischen Institut der Universitit in Oslo, Norwegen.) 
(Eingegangen am 2. November 1934.) 


Mit 2 Abbildungen im Text. 


Es gibt bekanntlich eine Reihe von Methoden zur Bestimmung 
des Alkoholgehalts im Blute und Gewebe. Die Mehrzahl dieser Methoden 
sind ,,Makromethoden*“‘, d. h. es werden zu ihrer Ausfiihrung 2 bis 3 cem 
Blut bzw. 2 bis 3g Organsubstanz bendtigt. 

1922 veréffentlichte EF. M.P.Widmark (1) eine neue Mikro- 
methode zur Bestimmung von Athylalkohol im Blute. Diese Methode 
griindet sich darauf, daB konz. Schwefelsaiure in einem geschlossenen, 
in ein Wasserbad von 60° C eingestellten Kolben, Wasser und Alkohol 
quantitativ aufnimmt. Die Aufnahme des Alkohols geschieht sogar 
rascher als diejenige des Wassers, was dadurch gezeigt werden konnte, 
daB das spezifische Gewicht von verdiinntem Alkohol in eine Schale 
in einem Exsikkator tiber konz. H,SO, von Tag zu Tag kraftig zunahm. 
Durch Verwendung einer Bichromat-Schwefelsdurelésung in einem 
geschlossenen Destillationskolben bekam Widmark durch die Reduktion 
des Bichromats ein quantitatives Ma® fiir den vorhandenen Alkohol. 
Diese Methode besitzt viele Vorteile, obwohl sie jedoch nur fiir Blut 
und andere Flissigkeiten gilt. Zur Bestimmung des Alkoholgehalts 
in Organen kann sie nicht verwendet werden, und soviel ich weib, 
gibt es auch keine entsprechende Mikromethode fiir Organsubstanzen. 
Ich habe mir daher das Ziel gesetzt, eine Mikromethode auszuarbeiten, 
bei welcher das Widmarksche Prinzip zur Bestimmung von Alkohol 
in Organen dienen kénnte. Die Hauptschwierigkeit dabei war, die 
Substanzen in eine solche Form zu bringen, daB der Alkohol bei der 
Destillation quantitativ in die Bichromat-Schwefelsdure tibergetrieben 
wurde. Meine Versuche zeigten, daB mit Organstiickchen von 80 bis 
100 mg in der Schale der Widmarkschen Kolben erwartungsgemaB 
zu niedrige Werte erhalten werden. Man darf wohl annehmen, daB 
im Innern des Organstiickes etwas Fliissigkeit zuriickbleibt, die nicht 
verdampfen kann, da sich durch Koagulation auf der Oberflaiche 
des Organstiickes ein wenig durchlaéssiges Hautchen bildet. Es war 
daher meine Aufgabe, die Substanz so fein zu zerteilen, daB die Méglich- 
keit fiir vollstindige Verdampfung gegeben war. Diese feine Zerteilung 
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muBte innerhalb des geschlossenen Kolbens vorgenommen werden. 
Sowohl die Schale mit der Substanz, als auch die Quetschvorrichtung 
mubten nach beendeter Destillation aus dem Kolben entfernt werden 
kénnen, ohne daB sie mit der Bichromat-Schwefelséure in Beriihrung 
kommen konnte. Nach einigen Versuchen mit unzureichendem Ergebnis 
konstruierte ich den im folgenden beschriebenen  ,,Stempelkolben”. 


Apparatur. 


1. ,Stempelkolben*s (Abb. 1 und 2)'. 50cem Hrienmeyer-Kolben mit 
Konusschliff. Ein Zylinder mit geschliffener AuBenseite paBt in den Kolben- 
hals. Das offene obere Ende des Zylinders ragt etwa 2 em iiber den Kolben 
empor, und sein unteres geschlossenes Ende reicht bis etwa lem vom 
Boden des Kolbens. Die Innenseite des Zylinders ist parallel geschliffen und 
in diesem gleitet ein Stempel, dessen unteres Ende etwas kegelférmig ge- 
schliffen ist und genau in den Boden des Zylinders paBbt. Im Zylinder 
sind 1 em oberhalb des Bodens zwei Fenster von etwa '/, qem GréBe ein- 
ander genau gegeniiber angebracht. Zu Serienanalysen mu man mindestens 
20 Kolben haben. Sowohl Kolben als auch Zylinder und Stempel miissen 
numeriert sein. Wenn die Kolben in das Wasserbad eingesetzt werden, 





a 
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Abb. 1. Abb. 2. 
Der Stempelkolben. a Stempel, b Zylinder, c Kolben. 


zieht man Gummikappen (Saugkappen) mit abgeschnittener Spitze dariiber. 
2. Wasserbad mit Thermometer und einer Einrichtung zur Befestigung der 
Kolben. 3. Mikrobirette, 5 cem, eingeteilt in 0,2 cem. 4. Zum Abmessen der 
K,Cr,0,-Lésung kann benutzt werden: a) eine 1-ccm-Pipette, b) eine 1-cem- 
Injektionsspritze aus Glas mit aufmontierter Stopschraube, c) ein 
,automatischer Abfiillapparat nach Widmark“, zu beziehen von Greiner 
& Friedrichs, Stiitzerbach, Thiiringen. Ferner 5. Eine Pipette zu 0,5 cem 
fiir die KJ-Lésung. 6. Ein 25-cem-Mefzylinder. 7. Ein Apparat zum 
Reinigen der Kolben, Zylinder und Stempel mittels Wasserdamptf. 
8. Instrumente: eine kleine Schere, eine kleine Pinzette, ein Korkbrett 
mit Stecknadeln. 


1 Die Stempelkolben sind von Nerliens Kemisk tekniske Aktieselskap, 
Oslo, geliefert. 
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Lésungen. 


1. Bichromat-Schwefelsiure. 0,250 g reines (umkristallisiertes) K,Cr,O, 
werden in | cem destilliertem Wasser gelést und quantitativ in einen 100-cem- 
MeBkolben iibergefiihrt, den man mit reiner konz. H,SO, bis zur Marke 


© 


fiillt. 2. 5°%ige jodatfreie KJ-Lésung. 3. n/100 Natriumthiosulfatlésung. 


4. 1%ige Starkelésung. 


Ausfiihrung der Analyse. 


1. Reinigen der Kolben. Der Destillationsapparat muB absolut sauber 
und frei von reduzierenden Stoffen, besonders frei von Fett, sein. 

Zylinder, Stempel und Kolben werden nach Benutzung gut mit Wasser 
gereinigt ; man setzt sie dann einem Dampfstrahl aus, nachher wird abermals 
gespilt. Zum SchluB spiilt man sie mit destilliertem Wasser. Alle Teile 
werden im Trockenschrank getrocknet und an einem staubfreien Orte 
aufbewahrt. 

2. Abfillen der Bichromat-Schwefelsdure. Das genaue Abmessen der 
Bichromat-Schwefelséure ist von wesentlicher Bedeutung fiir das Erzielen 
richtiger Ergebnisse. In jeden Kolben werden 1 ccm der Lésung abgefiillt. 
Zum Abmessen kann eine 1-cem-Pipette verwendet werden. Es _ ist 
dabei von Wichtigkeit, daB das Abmessen jedesmal in genau derselben 
Weise geschieht. Bei meinen Versuchen verwendete ich einerseits den auto- 
matischen Abfiillapparat nach Widmark.  Andererseits verwendete ich 
eine 1-cem-Lyraspritze, auf der ich einen kleinen Messingrahmen mit einer 
verstellbaren Schraube montierte, die als Anschlag fiir den Stempel diente. 
Falls man das Abmessen jedesmal genau gleich vornimmt, bekommt man 
mit diesem kleinen Apparat jedesmal genau dieselbe Menge Lésung. 
Man mu8 aber auf Luftblasen achten und fiir eine auch auBen saubere 
Spritze sorgen. Die Entleerung der Spritze hat immer in derselben Weise 
zu erfolgen. Nach Gebrauch muB sie griindlich gereinigt und getrocknet 
werden. Nach beendetem Abfiillen der Bichromat-Schwefelsaéure setzt 
man sofort den Zylinder mit dem Stempel auf den Kolben, damit die 
Schwefelséure keinen Staub und keine Feuchtigkeit aus der Luft aufnehmen 
kann. 

Man bereitet gleichzeitig so viele Kolben vor, wie zur Verwendung 
gelangen sollen. Die Kolben miissen nach dem Abfiillen an einem dunklen, 
staubfreien Orte aufbewahrt werden. 

3. Das Abwiegen der Substanz. Die Kolben sind im voraus nach Ein- 
fiillen der Bichromat-Schwefelsiure auf 0,5 mg genau gewogen worden. 

Das Versuchstier wird durch Verbluten getétet, wobei man gegebenen- 
falls Blutproben mit Ljunggrenschen Kapillarréhrchen nimmt. Das _ be- 
treffende Organ wird rasch herausgenommen, wobei man darauf achtet, 
daB8 es soweit als méglich blutleer ist. Die periphere Schicht wird entfernt, 
und ein Stiickchen von der GréBSe eines Ziindholzképfchens schnell mit 
einer kleinen Pinzette durch das kleine Fenster des Zylinders auf den Boden 
des Kolbenzylinders gebracht. Letzterer mu8 dabei aus dem Kolben heraus- 
gehoben werden und der Stempel bis oberhalb des Fensters hochgezogen 
sein. Der Zylinder wird sofort wieder auf den Kolben gesetzt. Man nimmt 
zwei oder am besten drei Parallelproben vor. Alles mu8 méglichst rasch 
geschehen, um Verdampfung von Alkohol zu vermeiden. Die Substanz 
entnimmt man an einer méglichst homogenen Stelle, ohne Bindegewebs- 
fasern oder sichtbare GefaBe und Nerven. Dann werden die Kolben wieder 


gewogen. 
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Die Substanz wird zerquetscht, indem man sie mit dem Stempel 
bearbeitet. Dies kann geschehen, ohne den Zylinder hochzuheben, falls der 
Stempel nicht zu hoch iiber den Boden des Zylinders gehoben worden war. 
Die Substanz mu vollstindig zerquetscht werden, so daB sie den Boden 
des Zylinders und den Konusschliff als ein diinnes Hiautchen bekleidet. 
Oberhalb des Konusschliffes ist ein freier Raum zwischen dem Stempel 
und der Zylinderwand, derart, daB die Fliissigkeit nicht bis zu den Fenstern 
hinauf und in die Bichromat-Schwefelséure hinuntergelangen kann. Sollte 
dies vorkommen, ist die Probe unbrauchbar. 

4. Die Destillation. AuBer den Kolben fiir die Analysen mu8B man noch 
drei Kolben fiir die Blindproben haben, die nur Bichromat-Schwefelsaure 
enthalten. Dazu kann man selbstverstandlich auch gewéhnliche Widmark- 
Kolben verwenden. Ein Tropfen destilliertes Wasser wird oben auf die 
Schlifflachen an der Innen- und AuBenseite des Zylinders gebracht. Das 
Wasser wird infolge der Kapillarkraft iiber die Schlifflachen abwarts gesaugt. 
Man stellt den Stempel so, daB sein unteres Ende auf gleicher Héhe mit dem 
oberen Rand der Zylinderfenster steht. Um den Stempel in diese Stellung 
zu bringen, muB man den Zylinder kurze Zeit herausheben, um etwas 
Luft in den Kolben zu lassen. Man zieht nun Gummikappen mit ab- 
geschnittener Spitze iiber den Kolbenhals und bringt die Kolben in ein 
Wasserbad von 60°C. Die Temperatur darf 65°C nicht iiberschreiten, da 
man sonst sofort zu hohe Werte bekommt. Die Kolben, die bis zum Halse 
in das Wasser eintauchen sollen, muff man 2 Stunden (+ 15 Minuten) im 
Wasserbad_ belassen. 

5. Die Titration. Nach beendeter Destillation nimmt man die Kolben 
vorsichtig aus dem Wasserbad. Zylinder samt Stempel werden achtsam 
herausgenommen, wobei nichts von der eingetrockneten Substanz in die 
Bichromat-Schwefelsiure kommen darf. Dann fiigt man 25 cem destilliertes 
Wasser hinzu und schiittelt. 

Zur Titration setzt man 0,5cem KJ-Lésung hinzu. Man schwenkt 
die Kolben um und titriert nach 0,5 bis 1 Minute mit n/100 Natriumthio- 
sulfat. Zuerst laBt man Thiosulfat bis fast zur Entfarbung zuflieBen, fiigt 
dann 3 Tropfen Starke zu und titriert schlieBlich auf farblos. Der Umschlag 
wird durch einen halben Tropfen bewirkt. Die Titration mui jedesmal in 
genau gleicher Weise vorgenommen werden; es darf auch nicht mehr als 
1 Minute zwischen K J-Zusatz und dem Beginn der Titration verstreichen. 

6. Berechnung. Die Thiosulfatlésung muB so eingestellt werden, daB 
leem Kaliumbichromat-Schwefelsiure, die 0,250 g K,Cr,O; pro 100 cem 
enthalt, 5cem der Thiosulfatlésung entspricht. Der Unterschied zwischen 
dem Thiosulfatverbrauch der Blindprobe und demjenigen der Analysen ist 
dem Alkoholgehalt der Proben proportional. Als Blindwert verwendet 
man den Mittelwert aus den beiden letzten Blindproben. Bei der Berechnung 
wird folgende Formel verwendet: 

x = (b—a). 1,13, 


wo x = die Alkoholmenge in y, b = Verbrauch an n,;100 Natriumthiosulfat 
bei der Blindprobe (in !/;9, cem), a = Verbrauch an n/100 Natriumthiosulfat 
der Analyse (in 1/9) cem). 

Ermittlung der Konstante 1,13. Widmark bestimmte das Verhialtnis 
zwischen Alkoholmenge und reduziertem Bichromat zu 1,13. Die Zahl 
ist nicht gleich dem theoretischen Verhaltnis, da der Athylalkohol nicht 
quantitativ in ein einziges Oxydationsprodukt iibergefiihrt wird. Ich kam 








140 O. Mollestad : 


bei der Bestimmung bekannter Alkoholmengen ebenfalls zu diesem Ver- 
haltnis (Tabelle I), das fiir alle Alkoholkonzentrationen und Alkoholmengen 
innerhalb der Grenzen, mit denen gearbeitet wird, als konstant angesehen 
werden muB. 

Widmark fand durch direktes Zusetzen von Alkohol zu Kalium- 
bichromat dieselbe Verhaltniszahl 1,13; man mu8B daher annehmen, daB die 
Destillation quantitativ verlauft. 


Tabelle I. Verhaltnis zwischen Alkoholmenge und reduziertem 
Kaliumbichromat. 














+s Sex See 2/5 Boa a] Zea SEE - zon 
a SS a NO5 ale =... i am R55 rs) oa 
8 | 285 gay / '@ | §<2 | ba | 824 | say a | g<e 
ef | a3 #86 S58] 3f | 22  ags | ES 
| 
133 || 398 356 1,12 | 104. 228 | 198 | 1,15 
133 | 398 340 1,17 | 103 | 226 | 198 | 1,14 
132 || 394 358 1,10 103 226 = 196 | 1,15 
124371 344 | 1,08 102 224 «=. 198 1,16 
97 | 290 2438 «1,19 97 || 222 | 188 1,16 919 
96 | 287 240 | 1,19 83 | 182 164 1,11 , 
96 | 287 264 | 1,09 83 182 | 168 1,08 
94 281 250 | 1,18 83 | 182 | 173 1,05 
92 275 285 | 1,17 999} 88 182 170 1,07 
88 263 233 | 1,18 ’ 82 | 180 | 163 1,10 
7 ; 9 
aa ae eee ae ee ee 
zn 188 1389 | 130 1,07 
86 | 257 228 1,13 
5 | 954 | O16 | Y18 137-188 | «126 1,10 
ya ae 126 || 127 | 128 1,04 
71 «|| 211 189 | 1,12 - . 
Aid 107-108 96 1,13 
70 209 185 | 1,18 Pe 
; - ~ : 93 94 80 1,17 1,01 
68 208 177 1,15 . ‘ 
67 | 200 | 186 | 1.08 2 | 8 | 8 | 1,18 
on 79 80 68 1,17 

74 75 68 1,09 

66 67 57 1,17 | 

58 59 47 1,25 








Arithmetisches Mittel: K = 1,130. 


Fehler bei der Bestimmung des Alkohols in Organen. Bei Warmbliitern 
kommen sowohl im Blute als auch in den Organen normal kleine Mengen 
Alkohol (0,03 bis 0,05°/),) vor. Ein Nachteil bei der Untersuchung von 
Organen, besonders von Muskulatur, ist die Méglichkeit einer gewissen 
Reduktion infolge des Vorhandenseins von Milchséiure und eventuell von 
anderen reduzierenden Stoffen. Um dies zu untersuchen, wurden etwa 
50mg einer 1°/)igen Milchsiurelésung in das Schalehen des Widmark- 
sehen Kolbens gebracht. Dabei kam es zu einer kraftigen Reduktion der 
Bichromat: Schwefelsaure, vermutlich infolge Spaltung der Milchséure in 
fliichtige reduzierende Stoffe. 

Bei der Analyse von Organen liegt auBerdem die Méglichkeit vor, daB 
Alkohol wahrend der Zeit des Herausschneidens verdampft. Man mu 














Mikromethode zur Bestimmung von Athylalkohol. 141 


deshalb sehr schnell arbeiten und das Organstiickchen aus dem Innern des 
Organs entnehmen. Die Versuche zeigen indessen, da’ waihrend der wenigen 
in Frage kommenden Sekunden keine nennenswerte Verdampfung statt- 
finden kann. 

Man muB8B auch mit der Méglichkeit rechnen, daB die Alkoholkonzentra- 
tion in den verschiedenen Teilen eines Organs etwas verschieden sein kann, 
aber auch diese Unterschiede scheinen innerhalb der Fehlergrenzen zu 
liegen, jedenfalls bei den von mir verwendeten Organen (Leber und Musku- 
latur). Eine Gefahr liegt besonders darin, daB fremde Gewebsarten, wie 
Bindegewebsfasern, Fett u. dgl., mit herausgeschnitten werden. Dies 
gilt hauptsichlich von den Organen kleiner Tiere, wie Mause, Ratten 
u. dgl. Man mu daher darauf achten, daB man zu jedem Stiickchen 
moéglichst homogene Substanz und zu allen Proben gleichartiges Gewebe 
verwendet. 

Makromethode zur Kontrolle. Zum Vergleich der bei der Mikromethode 
erhaltenen Werte wurde eine von Professor Klaus Hansen (2) beschriebene 
Destillationsmethode verwendet. Die Methode stimmt im wesentlichen 
mit der Bang- und Widmarkschen Modifikation der Bichromatmethode 
uberein. 

Das Verfahren besteht darin, daB man ein Organstiickchen von 1 bis 2 g 
in 10 cem gesattigte Pikrinséiurelésung bringt. Die Substanz muB in kleine 
Stiickechen zerschnitten werden. Man destilliert 10 Minuten lang in eine 
Vorlage, die 5 cem Kaliumbichromatlésung (10,6475 g im Liter) und 8 eem 
konz. H,SO, enthalt. Die Titration wird mit einer der Bichromatlésung 
aquivalenten Natriumthiosulfatlésung ausgefiihrt. Bei den von ver- 
schiedenen Verfassern verwendeten Destillationsmethoden wird das Ver- 
haltnis zwischen Alkohol und Kaliumbichromat verschieden angegeben. 
Theoretisch soll Img Alkohol 4,26 mg Kaliumbichromat entsprechen. 
Nicloux gibt ein Verhaltnis von 1: 4,75 an, Berg und Haneborg 1: 4,60 
und Pringsheim, Mellanby u. a. 1: 4,16*. 

Durch Versuche mit bestimmten Alkoholmengen kam ich mit der 
verwendeten Methode genau zu dem theoretischen Verhaltnis, indem 1 cem 
Kaliumbichromat (10,6475 g im Liter) 2,5 mg Alkohol entsprach, d. h. 1 mg 
Alkohol entsprach 4,27 mg Kaliumbichromat. 


Tabelle II. 








_ — Alkoholmenge salennmadee k= Alkohol der Alkoholleung 

mg mg cain | Bichromat loo 

1580 7,95 3,19 2,49 

1527 7,67 3,19 2,45 

1504 7,56 3,04 | 2.48 5.035 
1477 7,42 2.92 2,53 — 

1476 7,42 2.93 2.52 

1430 7,18 2.82 2.54 


Arithmetisches Mittel: AK = 2,503. 


Zu meinen Versuchen verwendete ich teils Frésche, die in eine 
Alkohollésung gebracht wurden, teils Ratten und Meerschweinchen, 


* Zitiert nach Klaus Hansen (2). 
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Tabelle III. 
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Vergleich der nach der Makromethode und nach der 
Mikromethode gewonnenen Analysenresultate. 
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1933 


15. 


18. 


27. 


30. 


3. XII. 


XI. 


XL. 


. XI. 


XI. 


Versuchstier Organ Makromethode 
Ratte Leber 0,18 
‘. Muskel 0,17 
‘i Leber 4.49 
4.88 | 
‘ Muskel 4.90 | 4.89 
3,04) . 
e Leber 3.14 | 3,09 
1,64 | 
\ r * 1,61 1,61 
} 1/58 | 
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™ by 0,60 ' 0,69 
0,86 | 
, : 3,19 
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2,06 | 
2.03 | 
1.97 | 
2.48 
2.60 

2.58 | 


0,10 


0,08 
4,43 


4,95 


3,00 


3,21 


denen verschiedene Mengen einer etwa 15 °,igen Alkohollésung subcutan 


injiziert wurden. 


Von jedem Tiere wurden gleichzeitig Proben zur 


Makro- und Mikrobestimmung entnommen. Die Zah] der Parallelproben 
war allerdings etwas verschieden. 


logischer Reihenfolge. 


Tabelle III zeigt eine Zusammenstellung der Resultate in chrono- 
Es wurden 17 Bestimmungen des Alkohol- 


gehalts in der Leber, mit im ganzen 55 Einzelanalysen, und 9 Analysen 
von Muskulatur, mit im ganzen 18 Einzelanalysen, nach der Mikro- 


methode ausgefiihrt. 


Es wurde Lebersubstanz mit Alkoholkonzentra- 
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tionen von 0,18 bis 4,49° 4, und Muskulatur mit Alkoholkonzentrationen 
von 0,17 bis 4,89° 5, untersucht. Im Anfang wurde auf Grund mangelnden 
Kolbenmaterials nur je eine Bestimmung nach der Mikromethode aus- 
gefiihrt. In den Fallen, wo mehrere Parallelanalysen ausgefiihrt wurden, 
war der durchschnittliche Fehler fiir Leber —- 0,09° 5, und fiir Muskulatur 
0,04 (99. Die gréBte Abweichung war fiir Leber — 0,29 baw. — 0,25°/ 99 
und fiir Muskulatur + bzw. — 0,09°/o9. Durch Vergleich der nach der 
neuen Methode gefundenen Mittelwerte mit den nach der Mikro- 
methode gefundenen Zahlen erhielt ich einen durchschnittlichen Fehler 
der Alkoholanalysen fiir Leber bzw. Muskelsubstanz von —- 0,07 bzw. 
0,06° 9. Die gréBte Abweichung der entsprechenden Mittelwerte 
war + 0,21 bzw. 0,11° 99. Nur bei 4 der 26 Analysen iiberstieg 
die Abweichung der beiden Mittelwerte voneinander 0,10° 49, die 
von Widmark fiir seine Methode angegebene Fehlergrenze fiir Einzel- 
analysen. Die Abweichung der Einzelwerte vom entsprechenden 
Mittelwert war nur in 9 der 73 Analysen gréBer als 0,10 / oo. 

Tabelle IV zeigt eine Zusammenstellung der nach der Makro- 
methode gefundenen Mittelwerte mit den nach der Mikromethode ge- 
fundenen Einzelwerten nach steigender Konzentration. Der prozentuale 
Fehler ist gréBer bei den niedrigeren Konzentrationen, was eventuell 
dadurch verbessert werden kann, daB man fiir Alkoholgehalte von 
weniger als 1°/5, die von Widmark vorgeschlagenen schwacheren Kon- 
zentrationen der Titrationsfliissigkeiten verwendet. Aus der Tabelle 1V 
ist kein Zusammenhang zwischen der Gr6Be der Abweichungen und der 
steigenden Konzentration ersichtlich. Das Gewicht der verwendeten 
Substanzmengen ist fiir Leber 29 bis 94 mg und fiir Muskulatur 36 bis 
110 mg. Auch nicht beziiglich des Gewichts besteht irgendein Zu- 
sammenhang zwischen der Gr6éBe desselben und derjenigen der Ab- 
weichung. Das Untersuchungsobjekt darf jedoch nicht zu groB 
sein, da Stiickchen iiber 70 bis 80mg nur schwierig einwandfrei 
zerquetscht werden kénnen. Als Grenzen seien 30 bis 80 mg Substanz 
gesetzt. 

Die Vorteile, welche sich bei der Widmarkschen Blutalkoholbestimmung 
geltend machen, sind durch die hier beschriebene Methode auch auf die 
Alkoholbestimmung in Organen iibertragen worden, néimlich: 1. Es sind 
nur etwa 50mg Substanz erforderlich. Hierdurch erzielt man, da8 der 
Alkoholgehalt in Organen bestimmt werden kann, die zu klein sind, um 
nach den iiblichen Makromethoden bestimmt werden zu kénnen. 2. Die 
Destillation geschieht im geschlossenen System, wodurch Verluste durch Ver- 
dampfung vermieden werden. 3. Man vermeidet die Schwierigkeiten bei der 
Destillation von in Pikrinsiure angebrachten Organen nach der Makro- 
methode, indem dabei StoBen und Schaumen auftreten kénnen, wodurch die 
Analysen leicht verdorben werden. 4. Der praktische Vorteil, daB mehrere 
Analysen gleichzeitig vorgenommen werden kénnen. Dadurch kann man in 
derselben Serie Analysen einer Reihe von Organen einschlieBlich Blut vor- 
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Tabelle IV. Vergleich der nach der Makromethode gewonnenen 
Mittelwerte mit der nach der Mikromethode gewonnenen Einzel- 
werte nach steigender Konzentration. 








Stempelkolben = || Makro- Stempelkolben Makro- : 
Gewicht i methode widahasia Gewicht, | o | methode a. 
mg te | %oo | mg | wee By. Ola 
A. Leber. 
49 0,09 0,18 — 0,09 57 1,73 1,61 + 0,07 
51 010 | 018 — 0,08 48 1,83 1,61 + 0,12 
-— 0,79 0,58 + 0,21 80 1,84 1,61 + 0,23 
79 0,52 0,69 — 0,17 58 1,77 1,89 — 0,12 
94 0,58 0,69 — 0,11 54 —tis«d1,,79 1,89 — 0,10 
66 0,62 0,69 — 0,07 65 1,83 1,89 — 0,06 
78 0,62 0,69 — 0,07 52 1,97 1,89 + 0,08 
76 0,74 0,69 + 0,05 36 2,23 2,22 + 0,01 
57 0,79 0,69 + 0,10 66 2,26 2,22 + 0,04 
87 0,88 0,69 + 0,19 49 2,33 2,22 + O11 
56 1,01 0,69 + 0,32 52 2,75 3,09 — 0,34 
44 0,76 0,76 0 91 2,95 3,09 — 0,14 
50 0,85 0,76 + 0,09 76 3,00 3,09 — 0,09 
52 0,87 0,76 + 0,11 46 3,07 3,09 — 0,02 
en 0,80 0,91 — 0,11 46 8,07 3,09 — 0,02 
53 0,91 0,92 — 0,01 45 8,12 3,09 + 0,03 
45 0,92 0,92 0 55 3,13 3,09 | + 0,04 
46 0,94 0,92 + 0,02 38 3,13 3,09 + 0,04 
43 1,00 0,92 + 0,08 52 3,17 3,09 + 0,08 
40 1,03 0,92 + 0,11 58 3,18 3,09 + 0,09 
_ 0,96 0,95 + 0,01 43 3,11 3,19 — 0,08 
—_ 1,08 1,05 + 0,03 41 8,20 3,19 + 0,01 
73 1,03 1,06 — 0,03 51 8,21 3,19 + 0,02 
45 1,23 1,33 — 0,10 58 3,22 3,19 + 0,03 
42 1,27 1,33 — 0,07 29 | 8,23 3,19 + 0,04 
55 1,31 1,33 — 0,06 50 | 3,28 3,19 -+ 0,09 
62 1,68 1,61 — 0,02 51 | 4,43 4,49 — 0.06 
B. Muskulatur. 
54 0,08 0,17 — 0,09 53 1,35 1,37 — 0,02 
56—:—ti«O OBS 0,17 — 0.09 70 1,97 1,86 + 0,11 
62 0,36 0,40 — 0,04 73 2,03 1,86 + 0,17 
72 0,40 0,40 | 0 42 2,06 1,86 + 0,20 
60 0,51 0,40 + 0,11 56 2,48 2,57 — 0,09 
63 0,52 0,40 + 0,12 62 2,58 2,57 + 0,01 
110 0,55 0,52 + 0,03 36 2,60 2,57 +- 0,03 
100 0,77 0,74 + 0,03 49 4,91 4,89 + 0,02 
108 1,19 1,23 — 0,04 D4 4,99 4,89 + 0,10 


nehmen. 5. Es werden nur kleine Mengen von Chemikalien benétigt. Ein 
Nachteil, welcher dem Verfahren vorlaufig anhaftet, ist der, daB das Wagen 
der Kolben viel Zeit erfordert, da man den ganzen Kolben vor und nach An- 
bringen der Substanz auf der Analysenwaage wagen mu8B, wahrend Widmark 
die Kapillarréhrchen rascher mit Hilfe einer Torsionswaage wagt. Abgesehen 
davon darf man wohl sagen, daB diese Methode zur Alkoholbestimmung 
in Organen der Widmarkschen Methode zur Bestimmung des Blutalkohol- 
gehalts an die Seite gestellt werden darf. 
Biochemische Zeitschrift Band 275. 10 
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Zusammenfassung. 


Eine Mikromethode zur Bestimmung von Alkohol in Organen 
nach dem Prinzip der von EF. M. P. Widmark im Jahre 1922 ein- 
gefiihrten Mikromethode zur Bestimmung des Alkoholgehalts im Blute 
wurde ausgearbeitet. Ein sog. ,,Stempelkolben“ wurde konstruiert, 
welcher es gestattet, das im Kolben abgewogene Organstiick (30 bis 
100 mg) im geschlossenen System so fein zu zerreiben, daB eine quanti- 
tative Destillation des Alkohols erfolgt. 

Zur Kontrolle der Methode wurden Versuche mit Ratten und Meer- 
schweinchen angestellt, denen verschiedene Mengen einer Alkohol- 
lésung subcutan injiziert wurden. Der Alkoholgehalt von Leber und 
Muskulatur wurde einerseits mit einer Mikromethode, andererseits 
mit der Makrodestillationsmethode nach Klaus Hansen bestimmt. Im 
ganzen wurden 17 Leberproben (= 55 Einzelanalysen) und 9 Muskulatur- 
proben (== 18 Einzelanalysen) nach der neuen Methode analysiert. In 
den Fallen, wo mehrere Analysen ausgefiihrt wurden, war der mittlere 
Fehler fiir Leber —- 0,09°/o, fiir Muskulatur — 0,04°/9. Die gréBte 
Abweichung war bei Leber + 0,29 bzw. — 0,25°/o9, und bei Muskulatur 

0,07°/o9. Beim Vergleich der nach der neuen Methode gefundenen 
Mittelwerte (zum Teil nur eine Bestimmung) mit den nach der Makro- 
methode ermittelten fand man einen mittleren Fehler von —- 0,07 baw. 

0,06° 99. Die gréBte Abweichung war dabei + 0,21 bzw. — 0,11°/o. 
Nur in vier Fallen iiberschritt die Abweichung zwischen den Mittel- 
werten die von Widmark fiir seine Methode angegebene Fehlergrenze 
von —- 0,10°%/5. In neun Fallen war die Abweichung der Einzelwerte 
vom entsprechenden Mittelwert gréBer als 0,10° 9. 
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Uber die Reduktion yon Stickoxyd durch Oxydationsfermente. 
Von 
0. Meyerhof und W. Sehuiz. 


(Aus dem Institut fiir Physiologie am Kaiser Wilhelm-Institut 
fiir medizinische Forschung in Heidelberg.) 
(Eingegangen am 14. November 1954.) 

Mit 5 Abbildungen im Text. 


Von dem biologischen Verhalten des Stickoxyds ist bisher nur 
bekannt, daB es sich mit Hamoglobin zu Stickoxyd-Methimoglobin 
verbindet!, in Analogie zu anorganischen komplexen NO-Kisen- 
verbindungen, sowie, daB es die alkoholische Garung und Milchsaéure- 
bildung reversibel hemmt?. Wir haben gefunden, daB es von gewissen 
biologischen Oxydationssystemen zu Stickoxydul reduziert wird, und 
zwar vor allem vom Hefemazerationssaft, dessen Oxydationsvorgang 
schon friiher genau beschrieben wurde*, und vom gelben Atmungs- 
ferment O. Warburgs*. Die Reduktion findet statt in Gegenwart von 
solechen Substraten, die auch von Sauerstoff fermentativ oxydiert 
werden. Die Gleichung der Reaktion lautet: 


4NO -+ C-Substrat = 2 N,O + C-Substrat-OQ,. (1) 


Die Oxydation des Substrats fiihrt im Mazerationssaft zu Kohlensaure- 
bildung mit demselben respiratorischen Quotienten wie die Oxydation 
durch atmosphiarischen Sauerstoff, wahrend mit gelbem Ferment in 
beiden Fallen die Kohlensaurebildung ausbleibt. Ferner stimmt in 
diesem letzteren Falle die Geschwindigkeit und der Gesamtbetrag der 
Sauerstoffaufnahme des Hexosephosphats bei der Reduktion des NO und 
bei direkter Veratmung des Sauerstoffs nahezu iiberein, wahrend im 
Mazerationssaft im Durchschnitt die Sauerstoffaufnahme aus Stickoxyd 
1'/,mal bis doppelt so groB ist wie die Oxydation durch atmospharischen 
Sauerstoff. In der Abhangigkeit der Geschwindigkeit von den ver- 
schiedenen Komponenten des Katalysatorsystems und Milieueinfliissen 
besteht ferner eine groBe Ahnlichkeit zwischen den beiden Oxydationen, 
wenn auch keine quantitative Ubereinstimmung. 
Da die Reaktion 


4NO + 2N,0 + O, + 51000 cal 2) 

1 Hiifner u. Reinbold, Arch. f. Anat. u. Physiol. Suppl. 1904, Supplem. II, 

S. 391. — ?0. Warburg, diese Zeitschr. 189, 354, 1927. 3 O. Meyerhojf, 
Pfliigers Arch. 170, 367 u. 428, 1918. — 4 O. Warburg u. Christians, diese 


Zeitschr. 254, 438, 1932. 
10* 
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bei gew6hnlicher Temperatur mit groBer freier Energie verliuft, ist es 
nicht auffallig, daB sie von Zellkatalysatoren herbeigefiihrt werden 
kann, wenn der Sauerstoff vom Substrat tibernommen wird. Die Be- 
schleunigung und VergréBerung der Sauerstoffaufnahme des Substrats, 
die speziell bei Hefemazerationssaft im Vergleich zur Sauerstoffatmung 
beobachtet wird, spricht dafiir, daB NO hier direkt als Oxydationsmittel 
wirkt, und nicht zuvor O, nach Gleichung (2) abgespalten wird. 

Andererseits hatte man erwarten kénnen, daB die Reaktion, ahnlich 
wie bei der Reduktion des NO durch H, in Gegenwart von Platin- 
schwamm, auch nach der Gleichung 


2NO +- C-Substrat = N, + C-Substrat-O, (3) 
verlaufen kénnte, da auch die Reaktion 
2NO > N, + O, + 43200 cal (4) 


stark exotherm ist. Die Analyse des bei der Reduktion auftretenden 
Gases zeigt, daB dies nicht der Fall ist, denn es besteht ausschlieBlich 
aus Stickoxydul. In Ubereinstimmung hiermit wird Stickoxydul durch 
die genannten Oxydationssysteme nicht angegriffen. Ubrigens ist eine 
Bildung von Stickoxydul aus Nitraten bei der Tatigkeit von Faulnis- 
bakterien schon friiher beschrieben worden!?. 

Wahrend man den Verbrauch von NO mit der manometrischen 
Anordnung von O. Warburg? messen kann, bedarf es zur Feststellung 
der Reaktionsgleichung der Gasanalyse. Es wird dafiir in einer dem 
Atmungstrog entnommenen Probe das NO im manometrischen Apparat 
von van Slyke durch alkalisches Permanganat absorbiert und das 
Volumen des Restgases bestimmt. Dieses Volumen ergibt sich als 
nahezu gleich dem bei dem Oxydationsversuch verschwundenen Gas- 
volumen, was sowohl mit der Gleichung (1) wie (3) vertraglich ware. 
Verbrennt man dieses Gas aber in einer Verbrennungsbiirette mit 
iiberschtissigem Wasserstoff*, so findet eine Kontraktion statt, die nach 
Umrechnung auf Normalbedingungen genau gleich ist dem bei der 
Oxydation verschwundenen Volumen und daher auch dem Volumen 
des gebildeten ,,Restgases“. Die Kontraktion entspricht der Gleichung 


N,O os H, = H,O “7 Ng. 
Damit ist die Gleichung (1) verifiziert. 
Berechnungen. 


Bei dem Umsatz sind vier Gase in Betracht zu ziehen: NO, N,O, 
O, und CQ,. In der Regel wird die Kohlenséure durch Kalilauge ab- 


! Schloesing, C.r. 66, 237, 1868. — * O. Warburg, Stoffwechsel der 
Tumoren. Berlin, Jul. Springer, 1925. — * Treadwell, II, 11. Aufl., 705, 
1927; vgl. auch Hempel, Chem. Ber. 15, 903, 1882. 
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sorbiert und bleibt unberiicksichtigt. Der verbrauchte Sauerstoff 
ergibt sich aus der Differenz des verschwundenen N O und des gebildeten 
N,O, wobei fiir die auftretenden bzw. verschwindenden Gasmengen (2) 
gilt: 

- 0,5 ty, 9 = 0,25 ayo 

(xG0 bedeutet O,-Verbrauch aus NO) und daher auch 


No __ 2N0 — 2,0 
— 9 


Zz 


0 


; N ; : 
Da der Gaswechselquotient NO - 0,5 ist, so berechnet sich aus 


einer manometrischen Ablesung sowohl das verschwindende NO wie 
das gebildete N,O nach denselben Gleichungen, nach denen sich bei 
bekanntem r.Q. O, und CO, aus einer manometrischen Ablesung 
bestimmen lassen!. Bezeichnen wir die betreffenden GefaiBkonstanten 
mit k und die Manometerdrucke in mm mit A, so gilt 


kx,0- kxo J ky,o-kxo 
ty,0 = hs x6. = — 0,5 ay, 9 =— h- 9 ‘ 
2kx,0 — kxo : t 4 ky, 9 -2kyo 


Den letzten Quotienten bezeichnen wir als neue GefaBkonstante ERO. 
d.h. als GefaBkonstante fiir den nach Reaktion (1) verschwindenden 
Sauerstoff und berechnen diese Konstante fiir alle benutzten Respira- 
tionstrége. Die in den Kurven und Tabellen angegebenen Zahlen 
geben stets das xe direkt an. Fiir die Salzkonzentration der enzymati- 
schen Lésungen (~ m/l0 Phosphat) und die Versuchstemperatur 
von 28° setzen wir ay, = 0,45*, ayg = 0,04. 

Soll daneben die gebildete Kohlensiure bestimmt werden, so 
geschieht dies in der tiblichen Anordnung mit drei Manometern aus der 
Differenz der Drucke nach Ubersauern der Lésung mit Citronensiure 
unter Abzug des bei Absorption ven CO, gemessenen Gasschwundes. 
Dieser Gasschwund ist gleich 2hk\° und also doppelt so groB wie der 
Sauerstoffverbrauch. : 

Falls das bei Verbrauch des NO auftretende Gas analysiert werden 
soll, ist ein gréBerer Umsatz noétig, als bei der iiblichen Fiillung der 
Manometerschenkel mit Brodie-Lésung (spezifisches Gewicht 1,034) 
gemessen werden kann. Fiir diese Zwecke fiillen wir die Manometer- 
schenkel nach der Empfehlung von Dickens und Simer? mit Clerici- 
Lésung (ameisensaures und malonsaures Thallium), der etwas gallen- 
saures Natrium zugegeben wird. Mit dem pyknometrisch bestimmten 


1 O. Warburg, Stoffwechsel der Tumoren, 8S. 114. — * Landolt- Bérn- 
stein, Phys.-Chem., Tab., I, Ergainzungsbd., S. 306, 1927; vgl. Manchot, 
Zeitschr. f. anorg. Chem. 141, 50, 1924. — # Biochem. J. 25, 973, 1931. 
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spezifischen Gewicht des Gemisches im Verhaltnis zu Brodie-Lésung 
(etwa 4,0) sind die GefaBkonstanten ke noch zu multiplizieren. Auf 


diese Weise kénnen etwa 0,l at Druckabnahme in den _ iiblichen 
Barcro{t-Warburg-Manometern gemessen und ein entsprechender N,O- 
fest gefunden werden. 


Ausfiihrung der Versuche. 


Die Herstellung des NO geschah nach O. Warburg!. Unsere Apparatur 
zum Entwickeln und Waschen des NO war ganz ohne Gummiverbindungen 
mit Glasschliffen angefertigt. Das NO wurde in 2-Liter-Behaltern iiber 
Quecksilber aufgefangen und in der Regel unverdiinnt benutzt. Vorher 
waren die mit Schwanzhahnen versehenen Manometer und die Versuchs- 
lé6sung griindlich mit sauerstofffreiem Stickstoff? gespiilt. Die Versuche 
fanden meistens bei 28°, teilweise bei 20 und 38° statt. Falls das gebildete 
Gas analysiert werden sollte, wurden die erwahnten mit Clerici-Lésung 
gefiillten Manometer verwendet, die noch einen Zwischenhahn zur Ab- 
sperrung der Manometerfliissigkeit besaBen. Der Versuch wurde  ab- 
gebrochen, wenn etwa — 250mm aufgetreten waren. Um allein das Volumen 
des neu aufgetretenen Gases zu bestimmen, wurden etwa 1,5 cem in den 
van Slyke-Apparat hineingezogen, bei der 2,0ccm Marke gemessen und 
das NO durch Zugabe von 2 ccm alkalischer, 5°%iger Permanganatlésung 
in der van Slyke-Pipette absorbiert. Die Permanganatlésung war mit 
1,2 mol. Natriumsulfat zur Herabsetzung der Léslichkeit fiir N,O versetzt 
und vor der Benutzung aufgekocht. Wurde nach dem letztmaligen Schiitteln 
der Lésung bei einem Gasvolumen von etwa 35cem die Fliissigkeit vor- 
sichtig bis zur 2-eem-Marke gehoben, so konnte die Reabsorption des N,O 
verhindert werden (in der Fliissigkeit blieb nur etwa 1% gelést). Anderer- 
seits sind 2 cem 5 %iges Kaliumpermanganat imstande, 3,0 cem NO restlos 
zu absorbieren. Nach jeder Bestimmung wurde das Quecksilber mit Bi- 
sulfitldsung gereinigt (Versuche Tabelle I). 

Um den Gasrest in der Verbrennungspipette eines Haldane-Apparats* 
zu analysieren, wurde den ManometergeféBen eine gréBere Gasmenge 
(etwa 8 ccm) entnommen. Nachdem an der 50-cem-Marke des van Slyke- 
Apparats die Gasmenge bestimmt war, wurden 7 ccm aufgekochte alkalische 
Permanganatlésung zugelassen, das NO absorbiert und vorsichtig, zur Ver- 
hiitung der Reabsorption des N,O (von dem in dem gréBeren Permanganat- 
volumen etwa 2 bis 3% gelést bleiben), auf die 2,0-cem-Marke eingestellt 
und die Menge des Gasrestes bestimmt. Dieser (etwa 1,0 cem) wurde in 
der iiblichen Weise * aus der van Slyke-Pipette entnommen und in den 
Haldane-Apparat iibergefiihrt, in dessen graduierte 5-cem-Pipette zuvor 
etwa 2ccm H, eingelassen waren. Dann wurde das Gemisch an einer 
gliihenden Platinspirale bis zur Volumenkonstanz verbrannt. In derselben 
Weise war auch der Vorwert, d. h. das zur Fiillung der Manometer dienende 
Stickoxyd, analysiert. Dieses enthielt stets eine gewisse Menge N,, aber 
kein N,O, wenn es direkt aus dem Vorratsgefa entnommen war. War 
es aber aus einem Atmungstrog nach Temperaturausgleich (noch vor Zu- 
kippen des Hexosephosphats) entnommen, so enthielt es bereits kleine 


1 Diese Zeitschr. 189, 354, 1927. — ? Osram-Werke, Berlin. — 
3 Bezogen von W. Vetter, Heidelberg. — 4 van Slyke, Clinical Methods 2, 333. 
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Mengen von N,O, da insbesondere der Mazerationssaft schon fiir sich 
allein NO langsam reduziert. 

Das zu Vergleichsversuchen benutzte Stickoxydul wurde nach Victor 
Meyer’ durch langsames Zutropfen einer 20°%igen Natriumnitritlésung 
zu 30% igem Hydroxylaminhydrochlorid entwickelt und mit saurer Bi- 
chromatlésung und Natronlauge sowie konzentrierter Schwefelsdure ge- 
waschen. Wurde das Manometergefa8 mit einem Gasgemisch gefiillt, das 
etwa 10% Stickoxydul in Stickoxyd enthielt, nebst etwas verunreinigendem 
Stickstoff, so wurde in einer, in der geschilderten Weise dem Manometer- 
gefiB entnommenen und analysierten Gasprobe das Stickoxydul mit 
einer Genauigkeit von 3% der zugesetzten Menge (z. B. 10,0 0,3) 
wiedergefunden. 


I. Versuche mit Hefemazerationssajt. 

Wie friither beschrieben?, zeigt der Mazerationssaft einen Sauerstoff- 
verbrauch, der zwar durch Narkotica, aber nicht durch Blausdure 
hemmbar ist und durch Zusatz von Methylenblau anfangs ums Mehrfache 
gesteigert wird. Dieser Oxydationsvorgang erwies sich, im Gegensatz 
zur Atmung der meisten Zellen, vom Sauerstoffdruck abhangig und an 
die Gegenwart eines undialysierbaren Ferments und eines kochbestan- 
digen und dialysablen Co-Ferments gekniipft. Die Oxydation des 
Hefeextraktes lieB sich durch eine Reihe von Substanzen bedeutend 
steigern®, am ausgesprochensten durch Hexosephosphat, weniger durch 
nicht veresterte Zucker. Eine ahnliche Wirkung des Hexosephosphats 
zeigte sich auch nach weitgehender Entfernung des Co-Fermentsystems. 

Dieser Oxydationsvorgang beruht nach O. Warburg auf der Tatig- 
keit des von ihm entdeckten gelben Ferments, im Zusammenwirken 
mit einem Zwischenferment und Co-Ferment. Dabei ist Hexosemono- 
phosphat (Robison-Ester) das spezifische Substrat des gereinigten 
Fermentsystems, wihrend in den alteren Arbeiten O. Meyerhofs das 
kaufliche Candiolin benutzt war, das zur Hauptsache Hexosediphosphat, 
daneben auch etwas Hexosemonophosphat enthalt. In der Tat ist nach 
unseren jetzigen Versuchen die Oxydationsgeschwindigkeit mit reiner 
Hexosemonophosphorsiure (Embden-, Robison- oder Neuberg-Ester) im 
Mazerationssaft gut das Doppelte wie mit reinem Hexosediphosphat. 

Ersetzt man den Sauerstoff durch Stickoxyd und sorgt fur die 
Absorption der Kohlenséure durch KOH, so verlauft die manometrisch 
gemessene N O-Reduktion in jeder Richtung dem beschriebenen Sauer- 
stoffverbrauch ahnlich, nur daB die Druckabnahme etwa drei-_ bis 
viermal so groB ist, was einer 1,5- bis 2fach erhéhten Oxydations- 
geschwindigkeit entspricht. Um die besonders in Gegenwart von 
Hexosemonophosphat starke Garung zu unterdriicken, wird der 


' Ann. Chem. Pharm. 175, 141, 1875; vgl. auch Guye u. Bogdan, J. de 
Chim. phys. 3, 551, 1905. — * O. Meyerhoj, Arch. f. d. ges. Phys. 179, 
367, 1918, insbes. 8S. 400ff. — * A. a. O. 8S. 452 u. 467. 
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Mazerationssaft mit n/25 NaF versetzt, wodurch die Oxydation nicht 
beeinfluBt wird. Dies hat, auBer der Verhinderung der Bildung von 
Garungskohlensiure noch den Vorteil, daB der Ester langsamer ver- 
braucht wird und die Oxydation linger anhalt. Will man weniger die 
Spontanoxydation des Saftes ais das Verhalten gegen Phosphorsaure- 
ester studieren, so verdiinnt man zweckmaBig den Mazerationssaft mit 
2 bis 3 Teilen wasseriger Lésung. Die Eigenoxydation wird dann ent- 
sprechend verringert, die Geschwindigkeit der Oxydation des Substrats 
laBt aber weniger nach und ebenso der Gesamtumsatz. 

Als Beispiel einer durchgefiihrten Analyse diene der folgende Versuch: 

Ansatz I. 1 ecem Mazerationssaft + 0,4 eem n/10 NaOH + m/10 
NaF + 0,9 cem Wasser. In der Retorte: 0,4 cem m/10 Hexosemonophosphat 
(Embden-Ester). Manometer mit Clerici-Lésung (spez. Gew. 4,14). Im 
Einsatz 0,2 eem KOH. 28°. vp = 3,0 cem, vg = 14,9 cem. taf = 2,525. 


Ansatz II. Ebenso gefiilltes Manometer zur Vorbestimmung. n° 
2,26. : 
In Ansatz I in 1 Stunde 25 Minuten h = — 273 mm, Gasschwund 


1380 cmm, Cd = 690 cmm. 

Analyse. NO aus dem Quecksilber-Gasometer enthalt 2,87; 2,59; 
2,58 Restgas. Nach Absorption mit alkalischem Permanganat 0,50 cem 
des Restgases mit 2,05 ccm Wasserstoff verbrannt, gibt eine Kontraktion 
von 0,03 cem, die ebenso groB ist, wenn 2,00 cem Wasserstoff allein ver- 
brannt werden und daher auf Verunreinigung des Wasserstoffs mit Sauerstoff 
zu beziehen ist!. Das Restgas ist danach Stickstoff. 

Ansatz II wird bei Einkippen des Hexosephosphats in Ansatz I ab- 
gebrochen. Entnommene Gasprobe, im van Slyke-Apparat gemessen 
= 5,42cecm (unter 760mm), enthalt 0,23cem Restgas = 4,25%. Das 
Restgas (etwa 0,2cem iiberfiihrt) mit 1,0cem Wasserstoff verbrannt, 
gibt 0,05 cem Kontraktion, korrigiert nach der Kontrolle 0,035 cem. Die 
4,2°% Restgas bestehen danach zu 0,75% aus N,O und 3,5% aus Nj. 

Ansatz I. Am SchluB entnommene Gasprobe im van Slyke-Apparat 
= 8,43 cem (unter 760mm). Restgas = 1,23 cem = 14,6%. Von diesem 
Restgas ‘1,175cem im Haldane-Apparat mit 2,55ecm Wasserstoff verbrannt. 
Gemessene Kontraktion 0,935 cem, korrigiert 0,905 ccm. Es sind danach 
in 8,43 cem enthalten: 0,95 cem N,O = 11,3%. Der Gasdruck im Mano- 
metergefaB bei Entnahme von Ansatz II war: auBerer Luftdruck (1 at); 
bei Ansatz I 8910/10000 at. Danach betrigt die prozentuale Zubildung 
des Restgases in Ansatz I 14,6 — 4,25.1,11 = 9,9%. Die Zunahme 
des analysierten N,O betragt 11,3 — 0,75 .1,11 = 10,5%. Das fiir Tem- 
peratur und Fliissigkeitsvolumen korrigierte Gasvolumen des GefiBes I 
ist 13,8 cem. Die Gasprobe wurde bei 0,89 at entnommen. Die zugebildete 
Menge Restgas in der Versuchszeit betragt danach unter Normalbedingungen 


9 , i 
9, - 13,8 + 1000. 0,89 = 1215emm. Die zugebildete Menge N,O betragt 


100 
10,5 : ; : ; 
100” 13,8 . 1000 - 0,89 = 1290 cmm N,O. Beide Werte stimmen innerhalb 


der Fehlergenauigkeit iiberein. 


' In spaéteren Versuchen wurde der Wasserstoff vorher fiir sich mehrmals 
iiber die gliihende Platinspirale geleitet, bis er keine Kontraktion mehr ergab. 
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Danach ergibt sich manometrisch 
ly oQ—2y,9 = 1880emm . NO 690 cmm, gasanalytisch zy, 9 = 1290emm. 
Der letztere Wert miiBte um 2 bis 3% fiir die in Permanganat gelést ge- 
bliebene Menge erhéht werden. Es ist danach entsprechend Gleichung (1) 
innerhalb der Fehlergrenzen 7x0, ty 9 — *y,0 2 x. 

Weitere Beispiele fiir die Bestimmung des Restgasvolumens und 
seiner Analyse sind in Tabelle | und II wiedergegeben. Das Ergebnis, 
daB etwa 90°, des erwarteten Stickoxyduls bei der Verbrennung 
wiedergefunden werden, darf angesichts des Umstandes, daB einige 
Prozente durch Lésung in Kaliumpermanganat verloren gehen, dahin ge- 
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deutet werden, daB die Reaktion ausschlieBlich nach Gleichung (1) 
verlauft und daB kein Stickstoff [nach Gleichung (3)] auftritt. 

Den Vergleich der Oxydationsgeschwindigkeit von Hexosemono- 
phosphat mit und ohne Methylenblauzusatz in NO und O, ersieht man 
aus Abb. 1. Die geringe Anfangssteigerung der Oxydation mit Methylen- 
blau in NO macht bald einer Hemmung Platz, so dab mit Methylenblau 
in NO und O, etwa gleich viel Sauerstoff aufgenommen wird, wahrend 
sich ohne Farbstoff das Verhaltnis von 2:1 ergibt. In Abb. 2 ist die 
Oxydation ohne Zusatz, sowie mit Hexosemonophosphat und Hexose- 
diphosphat dargestellt. Ohne Zusatz ist die Oxydation in NO nur 
etwa '/,mal so groB wie in Sauerstoff, waihrend sie bei Zusatz von 
Hexosediphosphat etwa das Doppelte von derjenigen in Sauerstoff 
betrigt, ebenso wie mit Hexosemonophosphat. Ahnlich verhalt sich 
auch die Oxydationsgeschwindigkeit mit Dioxyacetonphosphat sowie 
mit Glykogen; in beiden Fallen kcmmt es ja auch in Fluorid zur teil- 
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weisen Umwandlung in Hexosediphosphat. Dagegen ist die Oxydations- 
geschwindigkeit mit Glucose und Fructose kleiner, aber immer noch 
sehr deutlich. Hier kommt es in NaF nicht zur Bildung von Hexose- 
diphosphat. 
Beispiel. ig in 2 Stunden (1,3 cem Versuchslésung) ohne Zusatz: 
2 


34,5cemm, mit 1% Glucose 88,5emm, mit 1°, Fructose 86,5 e¢mm, mit 
0,025 mol. Hexosemonophosphat 265 emm. 





250 ee 


Abb. 2. 
Oxydation in Na F-versetztem 
Mazerationssaft in NO bzw. Op. 
Fliissigkeitsvolumen 1,4 cem. 
1. ©——©® in NO ohne Ester- 











zusatz, 
2. 4 4 in NO mit Hexose- 
monophosphat, 
3. Oo o in NO mit Hexose- 
diphosphat, 
4.@---@in QO, ohne Ester- Py b 
zusatz, Log 
5. x ~x in Og mit Hexose- Ae ii 
monophosphat, leg 
6. +—---+ in O, mit Hexose- 4 fe 


diphosphat. 














2 
Stunden 


Die auf den Kurven Abb. | und 2 wiedergegebenen Versuche sind 
mit nicht neutralisiertem Mazerationssaft (py etwa 6,0) angestellt. 
Neutralisiert man durch Zugabe von Natronlauge auf py 7 bis 8, so 
steigt die Geschwindigkeit und der Gesamtumsatz um gut 50°, (vgl. 
Kurven | und 2, Abb. 4). Noch stairkere Steigerungen der Geschwindig- 
keit — auf tiber 100°, — erzielt man durch Zusatz von nach Warburg 
gereinigtem Co-Ferment aus Pferdeblutzellen (Abb. 3). Daraus ergibt 
sich, da& das Ferment im Verhiltnis zum Co-Ferment im UberschuB 
vorhanden ist. Die gleiche Erscheinung beobachtet man, wenn auch 
quantitativ geringfiigiger, bei der Oxydation mit Sauerstoff. 

Die im ganzen pro Mol Hexosemonophosphat aufgenommene 
Sauerstoffmenge haingt von der Wirksamkeit der Extrakte, dem pu, 
der Co-Ferment- und Esterkonzentration ab. Maximal wurde bei den 
hier benutzten Mengenverhaltnissen in fluoridhaltigem Extrakt in 
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NO pro Mol Extrakt 1,5 Mol O, aufgenommen, wobei der Umsatz bei 28° 
In Sauerstoff betrug unter gleichen 


in etwa 4 Stunden beendet war. 


Umstanden die O,-Aufnahme 0,5 bis 1 Mol (vgl. Tabelle III). In Ab- 
wesenheit von Fluorid verlauft der Vorgang ahnlich, nur daB gleich- 
zeitig ein Tei] des Hexosephosphats vergart. In Anwesenheit von Fluorid 
wird kein P abgespalten. Doch besagt dies nichts iiber die entstehenden 
Endprodukte, weil ja im allgemeinen Hexosemonophosphat in Gegen- 




















Tabelle III. 


3 
Stunden 


Abb. 3. 


Oxydation von Hexosemonophosphat 
im Mazerationssaft in NO bzw. Op. 
Zusatz von Co-Ferment aus Pferde- 
blutkérperchen. Fliissigkeits- 
volumen 1,4 ccm. Der Pfeil bei 
470emm QO, entspricht 1 Mol O» pro 
1 Mol Ester. 
1. ©——© in NO ohne Co-Ferment- 
zusatz, 








2. 4 Ain NO mit 0,2cem Co- 
Ferment II yon 0. War- 
burg, 

3. oO nin NO mit 0,6cem Co- 
Ferment II, 

4. @-~—-—@ in O, ohne Co-Ferment- 
zusatz, 

5. x---x in Og mit 0,2 cem Co- 


Fermentlésung II. 


Gesamtsauerstoffaufnahme 


von Hexosemonophosphat in NO und O, mit Mazerationssaft. 





Ver- 
such 


Nr. 


3b 
4a 
4b 
4c 


Behandlung des 
Mazerationssafts 


+ Co-Ferment 
neutralisiert 
dialysiert + Co- 
Ferment 
neutralisiert 


| Zeit 


| Std. 


3 
4 
55 
51g 
4 
4 


4 
2Y, 


Hexose- 
phos- 
phat- 

zusatz 


mg P» O; 


2,0 

1,16 
1,50 
1,50 
1,50 
1,50 


1,50 
1,50 


Gesamt- 
sauerstoff- 
aufnahme 


NO | 0, 


358 237 
320 160 
338 
676 
322 
597 


| 644 


604 | 314 





Mikromol O2-Aufnahme 
a aeret yro Mol 
Hexo- 9, 0. esol 
shee- aus aus — 
phat | N° “yo Os 
28/16 | 11 0,6 0,4 
16 143 7,1 09 | 0,45 
21 | 15,1 0,7 
21 | 30,2 1,4 
21 14,4 0,7 
21 | 26,7 1,25 
21 | 28,8 1,4 
21 (27 | 14 1,3 | 0,7 
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wart von Fluorid sich teilweise zu Hexosediphosphat umestert und 
dabei P aufnimmt. 

DaB bei der Reduktion des NO Kohlenséure entsteht, ergibt 
sich direkt aus dem Vergleich zweier mit Fluorid versetzter Ansitze 
mit und ohne Kalilauge im Einsatz und einem dritten, der statt mit 
Stickoxyd mit Stickstoff gefillt ist (ohne Kalilauge). Wahrend in 
diesem letzteren Ansatz keine Kohlensiure gebildet wird wegen der 





Abb. 4 
Oxydation von Hexosemonophos- 
phat in NaF-versetztem Maze- -— | a | u 2 
rationssaft. Neutralisierung und 
Dialyse des Saftes. Fliissigkeits- 
volumen 1,4ccem. Der Pfeil bei 


470 emm Op, entspricht 1 Mol | 4 
Og pro 1 Mol Ester. 0 / 
1. @——e undialysierter Maze- 

rationssaft, 400 ff 


2. x 





% 
x ebenso, auf py 7.ge- S 
bracht, S 
Ss 








+ dialysierter Maze- 
rationssaft ohne Co- 
Fermentzusatz, 


4.4 





A dialysiert mit 
0,3 com Co-Ferment 200 
aus Pferdeblut- 
kérperchen (Co- 
Ferment II), 
. O—©  dialysiert mit 0,6 cem 100 
Co-Fermentzusatz, 


A 
pa 





a 
ra. 
a 


ov 








o dialysiert mit 
0,6cem Mazerations- } 
kochsaft. 0 o5 40 > wo 3O 35 40 
Stunden 





———— 
Ee ne ee 
— 





Fluoridhemmung der Garung, ist die Druckabnahme in NO ohne Kali- 
lauge um ein Drittel geringer als mit Kalilauge. Genauer wird der 
r. Q. in der iiblichen Anordnung durch Ansauern mit Citronensaure 
bestimmt (s. oben). 


Beispiel. In 1,4 cem Gesamtlésung in 1 Stunde in NO xe 179 cemm, 
Zoo, = 166cemm. Danach r. Q. 0,93. In Sauerstoff 29, = 106 cmm, 
Zoo, = 68cmm, r. Q. = 0,81. 

SchlieBlich in NO unter Zusatz von Methylenblau in '/, Stunde 107 emm 
O, verbraucht, 91emm CO, gebildet, r. Q. = 0,85. 

Der r. Q. in NO ist danach bei einer um 60°% 
dation ebenso groB wie in Sauerstoff. 

Ferner wird die Stickoxydreduktion in gleicher Weise wie die 
Sauerstoffatmung des Mazerationssaftes durch Dialyse aufgehoben und 


vergréBerten Oxy- 
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durch Zusatz von Co-Ferment, entweder dem Mazerationskochsaft ! 
oder von nach O. Warburg gereinigtem Co-Ferment aus Pferdeblut- 
zellen? wieder erzeugt. Beispiel Abb. 4. 
Das Co-Fermentsystem der Milchsaurebildung, Adenylpyrophosphat 
Magnesium, das auch die Co-Zymase der alkoholischen Géarung, 
ohne mit ihr identisch zu sein®, in einem bestimmten Umfang ersetzen 
kann, ist auf den Oxydationsvorgang in gut dialysiertem Mazerations- 
saft ohne Wirkung, wahrend es in weniger stark dialysiertem eine 
teilweise Restitution der Oxydation bewirkt, wahrscheinlich dadurch, 
daB es den EinfluB noch vorhandener Spuren des eigentlichen Co- 
Ferments erhéht4. 


II. Versuche mit gelbem Ferment. 

Das einzige System, welches sich NO gegeniiber fast genau wie der 
Hefemazerationssaft verhalt, ist das gelbe Ferment O. Warburgs mit 
seinen Hilfskatalysatoren, dem farblosen ,,Zwischenferment** und dem 
aus Erythrocyten dargestellten Co-Ferment, sowie der Hexosemonc- 
phosphorsaéure als Substrat. Die Oxydation mit dem gereinigten gelben 
Fermentsystem unterscheidet sich nach O. Warburg von derjenigen des 
Hefemazerationssaftes darin, da ausschlieBlich Hexosemonophosphat 
angegriffen wird und dabei keine Kohlensaure gebildet wird. In diesen 
Punkten verhalt sich die Reduktion des Stickoxyds ebenso. Dariber 
hinaus stimmt hier die Oxydation in NO und QO, quantitativ nahezu 
iiberein; in beiden Fallen wird pro Mol Hexosemonophosphat maximal 
1,0 bis 1,5 Mol Sanerstoff aufgenommen. 

Das Praparat des gelben Ferments, das 0,1 mg Farbstoff pro g enthielt, 
verdanken wir Herrn O. Warburg. Zwischenferment aus Hefe und Co- 
Ferment aus Pferdeblutzellen (entweder Roh-Co-Ferment oder gereinigtes 
Co-Ferment I und II) stellten wir nach der Vorschrift her?®. 

Beispiel einer Gesamtanalyse. 

Ansatz I. 50mg gelbes Fermentpulver in 0,4cem + 1,0cem Co- 
Ferment II + 1,1 ceem Zwischenferment aus Hefe. In der Retorte 0,3 cem 
m/10 Hexosemonophosphat, im Einsatz 0,2cem KOH. Clerici-Lésung. 
28°, kX 2,525. 

Ansatz II. Ebenso zur Vorbestimmung. 

In Ansatz I in 2 Stunden 30 Minuten h = — 273,5 mm, Gasschwund 
1382 emm, x. 691 cmm. 

Direkte Analyse des NO ergibt 0,457 %; 0,462 % Ng. 


! Vgl. O. Meyerhof, Arch. ges. Physiol. a. a. O. — * Warburg u. Christian, 


a.a.O. —#Vgl. K. Lohmann, diese Zeitschr. 241, 67, 1931. — 4 Dasselbe 
ist bei der Atmung ausgewaschener Muskulatur der Fall, vgl. K. Lohmann, 
diese Zeitschr. 237, 445, 1931. — ° Warburg u. Christian, ebenda 266, 


406ff., 1933. 
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Ansatz II, abgebrochen beim Einkippen des Hexosemonophosphats 
in Ansatz I: in 5,72 cem 0,0804 cem Restgas 1,40 °% N, (nicht analysiert). 

Ansatz 1: 8,70 cem in van Slyke-Pipette iiberfiihrt, enthalten 0,988 cem 
Restgas 11,36°,. 0,987 cem Restgas verbrannt mit reinem Wasserstoff 
(der iiber eine gliihende Pt-Spirale geleitet ist und fiir sich keine Kontraktion 
ergibt); gefundene Kontraktion 0,865 ccm. 

Danach im Manometergefa®B (13,8 cem_ korrigiertes Gasvolumen, 
bei 0,89 at Entnahme der Gasprobe) zugebildetes Restgas im ganzen: 
1,00 sina 9,8 
089 ~ 5% 400 

Im ganzen gebildetes N,O auf Grund der Analyse: 0,866 cem in 8,70 cem 
9,95 %. 

9,95 ; f 

100 13800 . 0,89 = 1222cmm N,O. Restgas und analysiertes N,O 


11,36 — 1,40- . 13800 . 0,89 1205 emm. 


sind danach genau gleich und entsprechen 89°, des gemessenen Cas- 
schwundes von 1382c¢mm (ohne Korrektur fiir Lésung von N,O in Per- 
manganat). 

















7—> 
400 1 
Lr 
OF i 
Abb. 5. 7 A 
Oxydation von Hexosemono- 300 Y i 
phosphat mit gelbem Ferment IAW 
in NO bzw. Oo. Fliissigkeits-  ,, b/ 
volumen 1,5 cem. Der Pfeil bei iS i/ 
417cmm QO, entspricht 1 Mol R 1 
O, auf 1 Mol Hexosemonophos- Peed y 
phat. Zusatz von 18,6 Mikro- Ss 
mol Embden-Ester, 0,5 eem ge- 
reinigtem Co-Ferment II. | 
| 
Oxydation in NO, 
x x ydatio 100\ 
@-—-—-e Oxydation in Op. | 
0 7 g 4 6 7 8 
Stunden 


Den Verlauf der Oxydation mit NO und O, ersieht man aus Abb. 5. 
Es wurde je 0,2 ccm gelbes Ferment (20 mg Fermentpulver entsprechend) 
und 0,6cem Zwischenferment nebst einer verdiinnten Lésung von 
Co-Ferment I benutzt und aus der Retorte 0,2 cem m/10 Hexosemono- 
phosphat (Embden-Ester) eingekippt. 


Die Wirksamkeit des Co-Ferments steigt mit der Konzentration 
in NO starker als in O, an. AuBerdem fehlt auch hier in NO die 
Steigerung mit Methylenblau, vielmehr ergibt sich in langeren Versuchs- 
zeiten eine Hemmung, wie das folgende Beispiel zeigt. 
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Je 0,12cem gelbes Ferment + 0,8 ecem Zwischenferment + 0,2 ccm 
m/10 Hexosemonophosphat mit Co-Fermentzusatz auf 2,2ccm. 28°. 








emm QO, in 2 Std. zQ, in NO 
Os | NO 0, in O4 
Roh-Co-Ferment, 0,5cem ......... i £9838 | 826 0,96 
Gereinigtes Co-Ferment I, 0,5cem .....) 153 | 129 0,84 
” . 10 » 5s «eet aoe. ee 1,6 
e 1,0 , -+1mg Me- | 
thylenblau eee ere ee vee.) gee 0,6 


DaB der Oxydationsvorgang in Stickoxyd erst durch das Zu- 
sammenwirken aller Komponenten des gelben Fermentsystems zustande 
kommt, zeigt das folgende Beispiel, wo die Mengen der einzelnen Kom- 
ponenten etwa den in dem letztangegebenen Versuch entsprechen. 





| | emm O,-Auf- 


— gf irony Co-Ferment | Methylenblau ss | “er in NO 
| n 2 Std. (28°) 
+ + a - - 18 
she 4 + + ini 23 
* + + - - 248 
+ + + + + 270 
— oe a8 — + li 
~ + ~ - ~ 14,5 
bird + dn 4 3 
+ + 4 ~ + 200* 


* In Sauerstoff. 


Die Gesamtaufnahme an Sauerstoff ersieht man aus der Tabelle IV. 


Tabelle IV. Sauerstoffaufnahme mit gelbem Ferment in NO und Q,. 











ee emm O2- Mikromol Verhiltnis 
Versuch Zeit phosphat Aufnahme Mol O» : Mol 
mit ane ae Hexose- | Q, aus Og aus Hexose- 
Nr. Std. mg P20;, NO 0» phosphat NO Oz phosphat 
la 21 2,1 344 30 15,5 0,5 
ib || 10 2,1 291 | 30 13 0,45 
Qa 7, | 1,4 410 20 18,8 0.9 
2b | 7, | 1,4 397 | 20 17,7 0.9 
3 BY, | 1,82 | 235 | 185 | 11,5 0,65 
4 8 1,035 | 475 | 14,6 23,7 1,6 
5a 7 1,035 370 | 146 | 16,5 11 
5b 7 1,035 498 | 146 | 22,2 1,5 


Ill. Andere Fermentsysteme. 


Durch lebende Zellen scheint, soweit die bisherigen Versuche 
reichen, keine oder nur eine sehr geringe Reduktion des Stickoxyds 
stattzufinden. Das gilt nicht nur fiir die Zellarten, wo die Atmung 
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nach Warburg fast ausschlieBlich durch das haminhaltige sauerstoff- 
iibertragende Ferment katalysiert wird, lebende Hefezellen und Sauge- 
tiergewebe, sondern auch fiir Milchsiurebakterien, deren Atmung 
nach O. Warburg und Christian! ausschlieBlich auf der Chertragung 
durch das gelbe Ferment beruht. Relativ groB ist die Stickoxydreduktion 
in Erythrocyten, wo méglicherweise der Blutfarbstoff eine Rolle spielt. 
Jedoch handelt es sich hier nicht nur um die Bildung von Stickoxyd- 
Methamoglobin, sondern es kommt zur Reduktion von N O unter Bildung 
von N,O (vgl. Tabelle I, Versuch 5). Eine geringe Reduktion zeigen 
ferner durch Toluol abgetétete Milchsiurebakterien. Auch im zer- 
schnittenen Kaltbliitermuskelgewebe findet man bei Benutzung der 
frischen Muskulatur fast keine Stickoxydreduktion. Dagegen ist die 
ausgewaschene und durch Muskelkochsaft reaktivierte Muskulatur, 
deren Sauerstoffatmung im allgemeinen die Halfte bis ein Drittel der 
urspriinglichen betrigt®, etwas aktiver. Hier findet sich in Stickoxyd 
eine Oxydationsgeschwindigkeit, die etwa ein Drittel derjenigen in 
atmospharischem Sauerstoff betragt. Nach den bisherigen Versuchen 
scheint es, daB nur das isolierte gelbe Fermentsystem und das sehr 
ahnliche Oxydationssystem des Mazerationssaftes eine starke Fahigkeit 
zur Reduktion von Stickoxyd besitzen, wobei die Geschwindigkeit der 
Oxydation des Substrats derjenigen in Sauerstoff gleichkommt oder sie 
iibertrifft. 
Zusammenfassung. 

Hefemazerationssaft in Gegenwart von oxydierbaren Substraten, 
insbesondere Hexosephosphaten und das gelbe Ferment O. Warburgs in 
Gegenwart von Hexosemonophosphat, reduzieren Stickoxyd zu Stick- 
oxydul, wobei das Substrat mit gleicher oder gréBerer Geschwindigkeit 
oxydiert wird als durch Luftsauerstoff. Dabei entsteht im Hefe- 
mazerationssaft in beiden Fallen Kohlensaure mit demselben respiratori- 
schen Quotienten. 


! Diese Zeitschr. 266, 377, 1933. — ? O. Meyerhof, Pfliigers Arch. 175, 
20, 1919. 


© 
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Berichtigung 


zur Arbeit ,,Zur Methode der Milchsiurebestimmung nach Mendel 
und Goldscheider‘’ von Ragnvald Nordbé'. 


Auf S. 214, 25. und 26. Zeile von oben muB® es heiBen: ,,Nach 
weiteren 60 Minuten in Eiswasser wird bei Zimmertemperatur kolori- 
metriert* statt: ,.Nach weiteren 60 Minuten wird bei 0° kolorimetriert“‘. 


1 Diese Zeitschr. 271, 213, 1934. 











Uber die Verkettung der chemischen Vorginge im Muskel. 
Ill. Mitteilung: 
Die Phosphatiibertragung durch Brenztraubensiure. 
Von 
J. K. Parnas, P. Ostern und T. Mann. 
{Aus dem Medizinisch-chemischen Institut der Universitat Lw6w (Lemberg). ] 


(Eingegangen am 8. November 1934.) 


In einer friiheren Mitteilung (1) haben wir iiber die folgenden 
Beobachtungen berichtet: 

Wenn Muskeln mit Phosphatlésung von py 7 zerrieben werden, so 
wird die Ammoniakbildung und die Dephosphorylierung der Adenosin- 
triphosphorsaure fiir langere Zeit aufgehalten. Diese Wirkung der 
Phosphate wird durch Jodessigsiure oder Fluorid aufgehoben. Wir 
haben die Hemmung der Zersetzungen der Adenosintriphosphorsaure 
auf eine Resynthese dieses Stoffes zuriickgefiihrt, die mit der Glyko- 
genolyse zusammenhangt. In einem Phosphatmuskelbrei, der mit 
Fluorid vergiftet ist, wird die NH,-Bildung aufgehalten, die Adenosin- 
triphosphorsaure stabilisiert, wenn Brenztraubensdiure oder Phospho- 
glycerinsdure zugesetzt worden ist. Wenn der Muskelbrei mit Jod- 
essigsdure vergiftet ist, so wird die NH,-Bildung nur durch Phospho- 
glycerinséiure aufgehoben. Wir haben gezeigt (2), da durch Phospho- 
glycerinsaure die Phosphatreste auf Kreatin tibertragen werden und 
Phosphokreatin synthetisiert wird. Diese Synthese hat mit der An- 
wesenheit von freien Phosphaten nichts zu tun; unsere — in der zuletzt 
genannten Arbeit angefiihrten -- Versuche waren an konzentriertem 
Muskelbrei, ohne Zusatz von Phosphaten ausgefiihrt. In Gegenwart 
von Jodacetat zerfallen bei groBem PhosphatiiberschuB Phospho- 
kreatin und Adenosintriphosphorsiure besonders schnell. Wir ver- 
binden die Phosphatiibertragung aus Phosphoglycerinsdure auf Kreatin 
mit der Lohmannschen Phosphatiibertragung aus Phosphokreatin auf 
Adenylsiure, und der Phosphatiibertragung aus Adenosintriphosphor- 
siure auf Glykogen, und betrachten diese Vorgange als den fiir den 
Umsatz im Muskel wesentlichen KreisprozeB (3). 


Zu diesen Beobachtungen sind noch die folgenden (nicht publi- 
zierten) hinzuzufiigen. Durch Zusatz von Natriumsulfit (m 30) wird 
im Muskelbrei (sowohl mit Phosphaten als ohne Phosphate) die 
Ammoniakbildung ausgelést: diese Wirkung wird durch keines der von 
uns untersuchten Intermediarprodukte des Zuckerabbaues aufgehoben, 
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was nach der Feststellung von Meyerhof und Lohmann (8), daB durch 
Sulfit Dioxyacetonphosphorséure gebunden wird, ohne weiteres ver- 
stindlich ist. Wir haben auf die Tatsache aufmerksam gemacht, daB 
in Jodacetatbrei, in dem sonst keine freien Phosphate gefunden werden, 
eine bedeutende Bildung freier Phosphate vor sich geht, wenn Phospho- 
glycerinsaiure umgesetzt wird: ahnlich, wie im unvergifteten Muskelbrei, 
in welchem die Glykolyse ungestért vor sich geht. Uber die Abspaltung 
freier Phosphate konnten wir nur Vermutungen aussprechen (2). Als 
wir die Versuche iiber die Aufhebung der Fluoridwirkung durch Brenz- 
traubensdure an konzentriertem Muskelbrei ohne Phosphatzusatz wieder- 
holen wollten, fanden wir die Brenztraubensdure unwirksam. Weitere 
Versuche bestatigten diese Beobachtungen: Brenztraubensdure bildet im 
Muskel mit freien Phosphaten ein Phosphatdonatorsystem, welches 
Phosphatreste auf Adenylséure — wahrscheinlich aber unmittelbar auf 
Kreatin — zu tibertragen vermag?. 


Tabelle I. 








Trichloressigséure- 
extrakt 
| 7 , |Adenosin- 
nea Presenel- Ansatz Jabe- Ameen —— 
werts in mg stiure-N 
pro 100g) in mg 
Muskeln | pro 100 g 
Min. Muskeln - 
ae ee 21,5 g Muskeln (R. temporaria) 7 | 
As ( 0.8 
7 Ls Ep ha 22 com m/10 Phosphat (pq 7) | Be van a. 
Ae snd 1 , m/10 Natriumfluorid | ns oak ‘ao 
11. VI. | XXVile 1 , m/10 Natriumpyruvinat 15 3,35 4,98 
10g Muskeln (R. temporaria) | 
istage 1 cem m/10 Natriumfluorid ‘ 
9 9 ; ‘ 
a7. X.|, ste | 1 , m/LO Natriumpyruvinat | 7 0,95 4,60 
6 , m/6 Phosphat (px 7) 
| Muskeln symmetrisch zu 24a, | 
27. X. 24 b sonst gleich aber ohne Phosphat, 7 5,13 1,75 
\ dagegen mit +6ccem H,O | 


Im ersten Versuch betrug die Temperatur 14°, in den anderen zwei 20° C. 


Mit der Feststellung, daB Brenztraubensaéure als Phosphatiiber- 
triger die Bildung der energiereicheren Phosphorverbindungen aus 
anorganischen Phosphaten bewirken kann, wird eine Reihe von friiheren 
Beobachtungen erklirt. Fiir die Tatsache selber ist eine Erklarung 


1 Bei Gegenwart von groBem Uberschu8 an Phosphaten wird die 
Phosphokreatinbestimmung unsicher. Aus diesem Grunde konnten wir 
nicht, wie in einer anderen Arbeit (2), das Verhalten des Phosphokreatins 
untersuchen. 
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durch die Annahme naheliegend, dab intermediar die Phosphobrenz- 
traubensaure von Lohmann und Meyerhof (4) entsteht. Unter den 
Bedingungen unserer Versuche wird dieser Vorgang durch die hohe 
Konzentration der Brenztraubenséure erzwungen: es werden etwa 
880 mg-°, Brenztraubensiure — auf den Muskel bezogen — zugefiigt, 
aus welcher nach 8 Minuten Inkubation etwa 240 mg-°, Milchsaure 
gebildet worden sind. Das sind ahnliche Mengen, wie sie im unver- 
gifteten feinzerriebenen Muskelbrei in derselben Zeit gebildet werden. 


) 


Vor allem wird dadurch erklirt, warum sich Brenztraubensdure 
im Fluorid-Phosphatmuskelbrei wirksam erweist, und Phosphoglycerin- 
siure ebenfalls, aber etwas schwacher. Uber den Phosphatdonator, 
der Adenosintriphosphorsiure und Phosphokreatin zu bilden vermag, 
und von dem wir friiher (1) gesagt haben, daB er im Muskelbrei sowohl 
von der Brenztraubensiure als von der Phosphoglycerinséiure aus 
gebildet werden kann, kénnen wir uns jetzt genauere Vorstellungen 
machen. Von der Brenztraubensiure aus wird er in einer Reaktion 
mit anorganischen Phosphaten gebildet, die wahrscheinlich auf der 
Hoéhe der Phosphoglycerinsiure abgespalten werden!. 

Ferner wird eine Frage beantwortet, die wir friiher nicht zu beant- 
worten vermochten: worin besteht die Wirkung der Phosphate bei der 
Hemmung der NH,-Bildung, oder, was auf dasselbe herauskommt, 
der Resynthese von Phosphokreatin und der Adenosintriphosphorsaure ? 
Wir kénnen jetzt annehmen, daB diese Wirkung darin besteht, daB eine 
Phosphatiibertragung iiber Brenztraubensiure durch die erhdhte 
Konzentration von Phosphaten im héheren MaBe erzwungen wird. 
DaB die Phosphate auch durch direkte Veresterung mit Glykogen in 
den Umlauf eingehen kénnen, geht aus der Veresterung im coenzym- 
freien, mit Jodessigsiure vergifteten Muskelbrei hervor, wie friiher 
gezeigt worden ist (2). 

Besonders wichtige Ausblicke ergeben sich aber aus der hier be- 
schriebenen Reaktion, wenn man sie im Zusammenhang mit der oxy- 
dativen Erholung betrachtet. In den oxydativen Erholungsvorgaingen 
im Skelettmuskel und im Herzen wird nach vielen Feststellungen (5) (6) 
Phosphokreatin aufgebaut; es ist bekannt, daB in diesen Vorgingen 
Brenztraubensaure gebildet wird (7). Wenn Brenztraubensaure in 
Gegenwart von Phosphaten einen Phosphatdonator bildet, der Kreatin 
zu phosphorylieren vermag — wir schlieBen dies aus der Stabilisierung 
der Adenosintriphosphorsiure —, so ist damit der Mechanismus der 
oxydativen Synthese der energiereichen Phosphorverbindungen des 


1 In dem Schema der Glykolyse, das in einer friiheren Arbeit (2) 
gegeben ist, ist diese Vorstellung bereits enthalten. Die Grundtatsachen 
dieser Arbeit waren uns damals schon bekannt. 


12* 
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Kreatins und der Adenylsiure aufgeklart, und zwar nicht nur in bezug 
auf die Oxydationen von Kohlenhydraten, sondern auch der Amino- 
sauren. 

Zusammenfassung. 

1. Zusatz von Brenztraubenséure zum Muskelbrei, der mit Fluorid 
vergiftet ist, hebt die NH,-Bildung auf und laBt die Resynthese der 
Adenosintriphosphorsdéure fortbestehen, falls anorganische Phosphate 
anwesend sind; ohne Zusatz von anorganischen Phosphaten bleiben 
diese Wirkungen der Brenztraubensaéure aus. 

2. Die Wirkung der Brenztraubensiure in Gegenwart von Phos- 
phaten wird durch die Annahme erklart, daB intermediar derjenige 
Phosphatdonator gebildet wird, der Phosphatreste auf Kreatin oder 
Adenylsiure oder beide Stoffe spezifisch tibertrigt. Es liegt nahe, 
die Phosphobrenztraubenséure von Lohmann und Meyerhof als diesen 
Phosphatdonator zu betrachten. 

3. Friihere Beobachtungen iiber die Phosphathemmung der 
NH,-Bildung und der Aufspaltung der Adenosintriphosphorsdiure 
werden durch diese Reaktion der Brenztraubensdiure mit Phosphaten 
erklart. 

4. Die Bildung dieses Phosphatdonators aus Brenztraubensaure 
und Phosphaten und die Phosphatiibertragung von diesem Donator 
aus auf Kreatin und Adenylsdure erklirt die oxydativen Resynthesen 
der stickstoffhaltigen Phosphorverbindungen im Muskel, Herz, in 
Blutkérperchen und anderen Zellen. 


Literatur. 


1) J. K. Parnas, P. Ostern u. T. Mann, diese Zeitschr. 272, 64, 1934. — 
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Uber die Verkettung der chemischen Vorginge im Muskel. 


IV. Mitteilung: 
Uber die Spezifitit der Phosphoglycerinsiiure ais Phosphatdonator. 
Von 
€. Mann-Lutwak. 


{Aus dem Medizinisch-chemischen Institut der Universitat Lwéw (Lemberg). ] 


(Eingegangen am 8. November 1934.) 


In einer friiheren Mitteilung von Parnas, Ostern und Mann (1) 
wurde iiber die Wirkung der Phosphoglycerinsiure auf die Spaltungs- 
reaktionen der Adenosintriphosphorsaure (ATP.) berichtet. Im Muskel- 
brei wird durch Zusatz von Phosphaten die Bildung von Adenylséure 
aus Adenosintriphosphorsdiure aufgehalten, und eine Folge dieser 
Hemmung ist die Aufhebung der Ammoniakbildung, die nur durch 
Desaminierung der Adenylsiure erfolgen kann. Die Phosphoglycerin- 
saure hat die Wirkung eines spezifischen Phosphatdonators, die sich 
im Jodacetatmuskelbrei geltend macht, indem Phosphatgruppen auf 
Kreatin, und — wahrscheinlich iiber dieses — auf Adenylsaure iiber- 
tragen werden. In der I. Mitteilung dieser Reihe (1) ist die Meinung 
ausgesprochen worden, daB die Phosphatiibertragung auf die stickstoff- 
haltigen Betriebsstoffe des Muskels von einem Intermediarprodukt der 
Glykogenolyse aus erfolgt, welches sowohl von der Phosphoglycerinsaure, 
als von der Brenztraubensaiure aus entsteht. Als dieses Intermediar- 
produkt wurde damals die Diphosphoglycerinséure in Betracht gezogen, 
und zur Priifung dieser Vermutung diente diese Arbeit. Heute ist es 
klar, daB das vermutete Intermediirprodukt die Phosphobrenztrauben- 
siure von Lohmann und Meyerhof ist. Das Ergebnis der Versuche mit 
Diphosphoglycerinsaure ist indessen interessant, denn sie haben gezeigt, 
wie spezifisch die Phosphoglycerinséure als Phosphatdonator fiir das 
Kreatin und die Adenylsaure wirkt. Die ihr so nahestehende Diphospho- 
glycerinsaure ist véllig wirkungslos. 

Die Diphosphoglycerinsdure ist nach dem Verfahren von Green- 
wald (2), aber aus Pferdeblutkérperchen, dargestellt worden; das 
Bariumsalz wurde durch Bestimmung des Verhaltnisses C: Ba: P 
identifiziert. Die Versuche wurden so durchgefiihrt, wie die Versuche 
der II. Mitteilung (3), d.h. am konzentrierten Muskelbrei, in welchen 
Jodacetat und diphosphoglycerinsaures Na beim Zerreiben des Ge- 
webes eingertihrt worden sind. Der Versuch ist in der Tabelle I wieder- 
gegeben, aus der zu ersehen ist, da Ammoniakbildung, Aufspaltung 
der Phosphokreatinfraktion und der Adenosintriphosphorsdure in 
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Anwesenheit von Diphosphoglycerinsaure genau so verlaufen, wie ohne 
diese Zusatze. Der Phosphor der Diphosphoglycerinséure befindet sich 
in den Fraktionen der schwer hydrolysierenden Phosphatester. Brenz- 
traubensaure, deren Bildung aus Phosphoglycerinsiure im Jodacetatbrei 
so glatt erfolgt, konnte ich nach der Inkubation der Diphosphoglycerin- 
siure in Trichloressigsdurefiltrat nicht nachweisen. 


Tabelle I. 


Ansiitze la, 2a und 3a: Mit m/500 Jodacetat vergifteter Muskelbrei 
aus Muskeln, die mit gleicher Menge m/7,5 diphosphoglycerinsaures Na 
verrieben wurden. 

Ansitze lb, 2b und 3b: Mit m/500 Jodacetat vergifteter Muskelbrei 
aus symmetrischen Muskeln, die mit gleicher Menge Wasser verrieben 
wurden. 





Anor- Direkt be- 


ganisches stimmtes Prt P30" P20! are ot Ammoniak 
Ansatz Phosphat Phosphat po pacar in mg-9/5 
aoa Set oe ae aacinsnancaagena eases n aa BI og ge bas N H3-N 
in mg-9/, P | 
| 
la 78 110 133 8,3 
Lb 26 43 70 8,0 
2a 50 458 ta | 116 179 341 | 10.6 
2b 22 19 37 72 119 150 || 10,3 
3a 82 91 123 135 174 380 || 10,2 
3b 13 24 57 87 110 150 | 10,0 





Literatur. 
1) J. K. Parnas, P. Ostern u. T. Mann, diese Zeitschr. 272, 64, 1934. 
2) 1. Greenwald, J. of biol. Chem. 68, 340, 1925. — 3) J. K. Parnas, P. Ostern 
u. 7’. Mann, diese Zeitschr. 275, 163, 1934. 











Zum Problem der Beziehungen zwischen Muskelstoffwechsel 
und Witterung. II*. 
Von 
Otto Riesser, Gerhard Kunze und Kiite Galle. 
(Aus dem Institut fiir Pharmakologie und experimentelle Therapie der 
Universitat Breslau.) 
(Eingegangen am 30. Oktober 1934.) 


Mit 7 Abbildungen im Text. 


In einer ersten Mitteilung! berichteten wir iiber Beobachtungen, 
aus denen sich Beziehungen zwischen dem Phosphorséureumsatz des 
Kaninchenmuskels und der taglichen Witterung ableiten lieBen. Es 
zeigte sich insbesondere, daB die sogenannte ,,direkt bestimmbare* 
Phosphorséure der Muskeln, d.h. die Summe von anorganischer und 
Kreatinphosphorséure, wahrend der Wintermonate von Tag zu Tag 
in sehr beachtlicher Weise mit den Luftkérperbewegungen parallel 
ging und zwar derart, daB beim Einbruch kalter und trockener Luft- 
massen aus dem nordéstlichen Europa Héchstwerte der Phosphorsaure, 
beim Einstr6émen warmer, feuchter Luft aus westlicher und _ siidlicher 
Richtung dagegen niedrigste Werte gefunden wurden. Ordnete man die 
Luftkérper gemaéB ihrer durch Linke? eingefiihrten Bezeichnung in 
der Weise, daB die maritime Warmluft zu unterst, die kontinentale 
Kaltluft zu oberst stand, so ergab sich eine Art Kurve der Luftkérper- 
bewegung, deren Verlauf mit der die Phosphorséurezahlen von Tag zu 
Tag verbindenden Linie weitgehende Ubereinstimmung zeigte; weniger 
gut, wenn auch zeitweise noch sehr auffallend, war der Parallelismus 
der Phosphorséure mit dem Gang des Luftdrucks. Beziehungen zur 
relativen Feuchtigkeit und zur Temperatur konnten nicht festgestellt 
werden. 

Diese Beobachtungen bedurften in mehr als einer Hinsicht der 
Erganzung und des Ausbaues. Unsere ersten Versuche, obwohl sehr 
aufschluBreich, hatten einen schwachen Punkt, der zur Kritik heraus- 
fordert. Da es namlich nicht méglich ist, an ein und demselben Tier 
von Tag zu Tag Muskelanalysen zu machen, so mubte taglich ein neues 
Kaninchen verwendet werden. Es konnte daher die sogenannte indi- 
viduelle Verschiedenheit fiir die Deutung der Ergebnisse geltend gemacht 
werden. Wenn aber unsere Annahme richtig ist, daB es sich bei den 


* Ausgefiihrt mit Unterstiitzung der Notgemeinschaft der deutschen 
Wissenschaft. — ! Riesser u. Kunze, Naturwiss. 22, 653, 1934. — 
2 Linke u. Dinies, Zeitschr. f. angew. Meteorol. 47, 1930. 
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beobachteten Schwankungen der Phosphorséure von Tag zu Tag bei 
verschiedenen Tieren um den EinfluB eines auBeren Faktors, namlich 
der Witterung, handelt, dann muB es sich zeigen, daB mehrere Tiere, 
die am gleichen Tage und zur gleichen Stunde analysiert werden, immer 
die gleichen oder doch sehr nahe beieinander liegenden Analysenwerte 
geben, also heute etwa hohe und morgen niedrige usw. Ein solcher 
Befund, iiber Wochen und Monate taglich sich wiederholend, wiirde 
uns den sicheren Beweis dafiir erbringen, daB tatsaichlich auBere Fak- 
toren maBgebend sind und uns zu der Annahme berechtigen, daB auch 
beim einzelnen Individuum die gleichen Schwankungen von Tag zu 
Tag unter auBerer Einwirkung zustande kommen. 

Es muBte ferner angenommen werden, daB die von uns im Winter 
gefundene Witterungsabhaingigkeit im Sommer nach anderen Regeln 
verlaufen misse. Es hat sich in der Tat gezeigt, daB im Frihjahr und 
Sommer die im Winter immerhin noch teilweise bestehende Parallelitat 
der Phosphorséiurewerte zum Luftdruck véllig aufhért. Aber auch 
die Beziehungen zu den Luftkérperbewegungen miissen im Sommer 
andere sein.. Das geht schon allein daraus hervor, daB im Sommer 
die trockene Luft zugleich auch die warme, die feuchte Luft aber die 
kihle ist, also gerade umgekehrt wie im Winter. Es muBten also die 
im Sommer etwa geltenden Beziehungen zum Luftkérperwechsel neu 
aufgesucht werden. 

Uber weitere Ausdehnung der Untersuchungen, insbesondere die 
Kinbeziehung auch des Glykogens, unterrichtet der Text der Arbeit. 


Methodisches. 


Jeden Tag zur gleichen Stunde, und zwar um 9 Uhr morgens, wurden 
dem gemeinsamen Stalle des Pharmakologischen Instituts zu Breslau zwei 
der genau gleich gehaltenen und gefiitterten Kaninchen entnommen, ohne 
Riicksicht auf das Geschlecht der Tiere, die indessen simtlich ausgewachsene 
Exemplare von durchschnittlich 2000 g Gewicht waren. In kurz dauernder 
Athernarkose wurden den Tieren der M. tibialis anticus, selten, wo Material- 
mangel zu befiirehten war, beide Tibiales der einen Seite entnommen und 
die gut versorgte Wunde durch Naht verschlossen. Die Heilung verlief 
meist glatt. Die herausgenommenen Muskeln kamen unmittelbar in fliissige 
Luft fiir mehrere Minuten und wurden dann unter fliissiger Luft zu einem 
feinen Pulver verrieben, von dem die zur Analyse erforderlichen Anteile 
entnommen wurden. Die Bestimmung der Phosphorséurefraktionen er- 
folgte nach den Vorschriften von Lohmann', die des Glykogens nach dem 
von Frank und Forster? modifizierten Pfligerschen Verfahren. Fiir Serien- 
analysen, insbesondere fiir solche, bei denen es, wie z. B. bei der Glykogen- 
bestimmung, auf schnellstes Waigen ankommt, empfehlen wir die neue 
doppelarmige Torsionswage von Hartmann und Braun, die sich uns sehr 


1 Lohmann, diese Zeitschr. 194, 308, 1928. — ? Frank u. Férster, 
ebenda 159, 48, 1925. 
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bewahrte. Die Tragfahigkeit betragt 15g. Bei Anwendung besonders 
leichter Wageglaser (6 bis 7 g) kénnen alle fiir diese Analysen notwendigen 
Wagungen iiberaus schnell und bequem ausgefiihrt werden. Die Genauig- 
keit geht allerdings nur bis Img. Das ist aber, wie sich leicht zeigen laBt, 
fiir alle in Betracht kommenden Mikroanalysen von Geweben vollig aus- 
reichend. Die Zeitersparnis gegeniiber dem Wagen an einer guten Analysen- 
wage des iiblichen Systems ist sehr erheblich und die Genauigkeit innerhalb 
der genannten Grenzen hervorragend trotz der Schnelligkeit des Wage- 
vorganges. 

Von dem im Gange dieser Arbeit bestimmten Phosphorfraktionen, 
der direkt bestimmbaren, als Summe von anorganischer und Kreatin- 
phosphorséure, der eigentlichen anorganischen, und, als Differenz, der 
Phosphagenphosphorsaure, sowie der Pyrophosphorsaure, haben wir zunachst 
und in erster Linie die direkt bestimmbare beriicksichtigt in Ubereinstimmung 
mit unserer ersten Arbeit. Wir kénnen an Hand unseres sehr gro®Ben 
Materials uns des Eindrucks nicht erwehren, da®B die Bestimmung der 
Phosphagenphosphorsdure als Differenz der direkt bestimmbaren und 
der eigentlichen anorganischen zum mindesten beim Saugetier nicht ganz 
exakt ist. Selbst bei Verwendung von fliissiger Luft kann ein nachtraglicher 
Zerfall dieser so labilen Fraktion um so weniger verhiitet werden, als, wie 
wir durch Bethe wissen, in der fliissigen Luft selbst noch Kontraktions- 
und Erregungsvorginge im Muskel in uniibersehbarem Ausma8 ablaufen, 
so daB wenigstens beim Warmbliiter die Summe von anorganischer plus 
Kreatinphosphorsaiure biologisch in vieler Hinsicht wertvoller ist; stammt 
doch die anorganische Phosphorséiure im wesentlichen, wenn nicht aus- 
schlieBlich aus dem Phosphagenzerfall. Wir werden auf die Frage der 
Bewertung der Phosphagenfraktion und der Pyrophosphorséurebestimmung 
unten nochmals zuriickzukommen haben. 


1. Die direkt bestimmbare Phosphorsdure. 

Wir bringen in der Abb. 1 (8.173) die Gesamtheit der Werte, die 
wir in den Monaten April bis Juli 1934 an taglich zwei Tieren (nur 
wenige Tage sind ausgefallen) gewonnen haben. Es handelt sich hier 
also nur um die direkt bestimmbare Phosphorsaure. Es sei erneut darauf 
hingewiesen, da taglich zwei frische Tiere operiert wurden. Dieselben 
Tiere wurden erst 4 Wochen nach der ersten Operation bei vélliger 
Gesundheit zur Entnahme des Tibialis der anderen Seite benutzt. 

Die Abbildungskurven sind in der Weise zustande gekommen, 
daB von Tag zu Tag jeweils die héheren der beiden Tageswerte und die 
niederen unter sich verbunden wurden. SchlieBlich wurden auch die 
Mittelwerte jedes Tages eingetragen und durch eine ‘Linie mit- 
einander verbunden. Bei der Betrachtung dieser Kurven fallt vor 
allem auf, daB, von wenigen Ausnahmen abgesehen, die Kurven der 
Tagesmaxima und -minima einander parallel laufen und daB die ab- 
soluten Werte von zwei gleichzeitig operierten Tieren einander in bei 
weitem der Mehrzahl der Falle sehr nahe liegen. Unsere Voraussetzung, 
daB zu gleicher Zeit operierte verschiedene Tiere der gleichen Art grund- 
satzlich die gleichen Analysenwerte geben und daB etwaige Veranderungen 
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von Tag zu Tag immer beide Tiere in gleicher Weise betreffen, ist also 
erfiillt und damit die Wirkung eines gemeinsamen duBeren Faktors 
erwiesen. 

Bei der Suche nach den zu vermutenden Einfliissen meteorologischer 
Natur schied in dieser Jahreszeit der Luftdruck so gut wie ganz aus. 
Irgendwelche Beziehungen zwischen analytischen Werten und den 
barometrischen Schwankungen waren nicht erkennbar. Auch die Werte 
fiir die relative Feuchtigkeit und fiir die Tagestemperaturen lieBen 
keine sicheren direkten Zusammenhange mit der Phosphorséurekurve 
erkennen. In der Annahme, daB auch diesmal wieder, wie in unseren 
Winteruntersuchungen, die Feststellung des Luftkérperwechsels klarere 
Beziehungen zum Muskelstoffwechsel erkennen lieB, gemaB den von 
Linke! geiuBerten Anschauungen iiber die biologische Bedeutung 
der Luftmassenbewegung und den besonders von de Rudder? vertretenen 
Theorien tiber die Abhangigkeit der Krankheitsanfalligkeit von diesem 
Witterungsfaktor, versuchten wir, unser Luftkérperschema den sommer- 
lichen Analysenbefunden anzupassen. Wiederum verdanken wir der 
Universitatssternwarte zu Breslau eine groBe Zahl der notwendigen 
meteorologischen Daten. Indem wir, umgekehrt wie in der Winterkurve 
der Luftmassenbewegung, den sommerlichen Verhaltnissen Rechnung 
tragend, die heiBe und trockene Luft obenan und die kiih]-feuchte 
untenhin setzten, ergab sich uns eine Kurve der Luftkérperbewegungen, 
die wir in Abb. 2 der fiir beide Tiere jeweils gemittelten P,O;-Kurve 
beiordneten. Die Luftmassen wurden wie folgt bezeichnet: 

W = Warmluft, c = kontinentale, ¢ = tropisch, / = absinkend 
(féhnig-trocken), J = Mischluft,K = Kaltluft,m = maritim, a arktisch. 

Die Betrachtung der Abb. 2 (S. 173) lehrt, daB zwischen P,O;- und 
Luftmassenkurve zwar in den Monaten April und Mai eine leidlich 
gute Ubereinstimmung besteht, daf& aber mit fortschreitendem Sommer 
die Abweichungen immer stirker werden. Wir haben keine andere 
Anordnung der Luftkérper herausfinden kénnen, die etwa ein besseres 
Resultat ergeben hatte. Es scheint demnach, da wir durch die 
gewahlite Art der Darstellung die Zusammenhainge nur annadhernd 
richtig getroffen haben, jedenfalls langst nicht so tiberzeugend, wie es 
bei der Analyse der Winterwerte gelang. 

Indessen miissen wir uns dariiber klar sein, daB, wenn wir auch viel- 
leicht im wesentlichen das Richtige erfaBten, Abweichungen vom Gleich- 
gang der Kurven nicht tiberraschen diirfen und mindestens teilweise sich 
sehr wohl erkléren lassen. Zunachst diirfen wir ja nicht iibersehen, 
da8 in unserer Kurvendarstellung die Luftmassenskala gleiche Abstéinde 


' Linke, Zeitschr. f. d. ges. physikal. Therapie 41, 195, 1931. — 
2 De Rudder, Wetter und Jahreszeit als Krankheitsfaktoren. Berlin, 
Julius Springer, 1931. 
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von Luftmasse zu Luftmasse zeigt. Das ist natiirlich eine durchaus will- 
kiirliche Anordnung, die bestimmt nicht ohne EinfluB auf das Ergebnis 
ist. Es ist indessen zu beriicksichtigen, daB bisher noch keinerlei physi- 
kalische oder physiologische Anhaltspunkte bekannt sind, nach denen man 
die Wirksamkeit der einzelnen Luftmassen im besonderen Rahmen dieser 
Untersuchungen rechnerisch erfassen und zahlenmaBig ausdriicken kénnte. 
Erst dadurch aber wiirde die Méglichkeit gegeben sein, die Abstaénde zwischen 
den einzelnen Luftmassen den tatsachlichen Verhaltnissen und ihrem 
relativen Wirkungsgrad entsprechend zu wahlen. 

Wir diirfen ferner nicht vergessen, daB nicht nur der Begriff Wetter 
ein sehr komplexer ist, sondern auch der Begriff Luftmasse; die ihn kenn- 
zeichnenden Faktoren sind durchaus wesensverschieden, dabei aber doch 
wieder vielfach miteinander urséchlich verbunden. Es wird daher immer 
eine sehr schwierige Aufgabe bleiben, die im Einzelfall wirksamen ent- 
scheidenden Faktoren zu erkennen und gar zahlenmaé®ig darzustellen. 

Auch eine andere Frage darf schlieBlich nicht unberiicksichtigt bleiben. 
Wenn wir an friiherer Stelle sagten, daB sich zwischen Phosphorséurewerten 
und den gleichzeitig beobachteten Lufttemperaturen sowie der Luftfeuchtig- 
keit direkte Zusammenhange nicht auffinden lieBen, so lassen sich doch 
bei andersartiger Betrachtung Anhaltspunkte dafiir finden, daB ein ge- 
wisser EinfluB auch dieser Faktoren vorhanden ist. 

Fassen wir naémlich alle bisher gewonnenen Phosphorsiurewerte nach 
den einzelnen Kalendermonaten zusammen und bilden wir die Mittelwerte 
fiir jeden Monat, so erhalten wir: 





November Dezember Januar’ Februar Mirz April Mai Juni Juli*® 1934 
1933 1933 1934 1934 1934 1934 1934 1934 ; és 
189 203 205 212 fehlt 203 208 190 175 mg-% 


* Nur bis 10. Juli. 


is zeigt sich also ein deutliches Friihjahrsmaximum der P,O,-Zahlen. 
Derartige jahreszeitliche Schwankungen biologischer Werte sind ja auch 
sonst bekannt. Sie sind als Folgen meteorologischer Reizmomente auf- 
zufassen, und zwar bedingt durch Uberschreiten der Optimalzone nach 
oben oder unten. Auf Grund solcher Betrachtung haben wir die meteoro- 
logischen Daten der Monate April, Mai und Juni 1934 hinsichtlich etwaiger 
Reizwirkungen untersucht. Zunachst faBten wir die Tagesmitteltemperaturen 
in Gruppen von 3 zu 3° C zusammen, stellten die an diesen Tagen bestimmten 
Phosphorséurewerte zusammen und mittelten sie innerhalb der einzelnen 
Temperaturgruppen. Wir finden dann bei einer Tagesmitteltemperatur von 


3,0 bis 5,9° 240 mg-% 15,0 bis 17,99 192 mg-% 
60. GF Ie ,, 18,0 ,, 20,9° 201  .,, 
ee eres 0 me | a 21,0. . 23,9" -225....,, 


120: 45: de Od: =. 


Hieraus kénnte man folgern, daB bei fortschreitender Abkiihlung 
unter 15° und ebenso bei fortschreitender Erwarmung iiber 18° die P,O,- 
Werte anwachsen gegeniiber dem Tiefstand von im Mittel 192 mg-% bei 
der Temperaturgruppe 15 bis 18°. 

Wir haben ferner gepriift, ob von der taglichen Temperaturamplitude 
(Differenz zwischen Tagesmaximum und -minimum) eine Reizwirkung 
ausgeht. 
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Da die Muskeln jeweils morgens zur Analyse entnommen wurden, 
muBte die Amplitude der vorangehenden 24 Stunden eingesetzt werden. 
Wir erhielten das folgende Ergebnis: 


Tage mit 0,0 bis 2,9 Amplitude 183 mg-°, P,O; im Mittel 


Payers ahi z. 201, hain anna 
a ni = mae geese 
aa” na 199, ee ee 
co, ¢ ‘ 211, i ae 
an ee wv 201, Ay ee 
~> «= ow i 185, es ee as 


Die héchsten durchschnittlichen Phosphorséiurewerte treten also bei 
einer Tagesamplitude von 12 bis 15° auf. Sowohl gr6éBere wie kleinere 
Amplituden sind von niedrigeren P,O;-Werten begleitet. 

Ganz ahnliche Verhaltnisse werden erkennbar, wenn wir die mittlere 
Luftfeuchtigkeit beriicksichtigen, denn die Tage mit einer mittleren relativen 
Luftfeuchtigkeit von 


45 bis 54% hatten 186 mg-°, P,O; im Mittel 
RA q 0 be 
55 ,, 644% me i93'—Ci«,, - wi - 
Sn oy ae | aa ~~ (8 9 
7%... 6%... OW . ag» 
a= 0 . 
85 , 94% - 201 is FP si i 
iiber 95% 7 189, F ™ ‘5 
Wir sehen also auch hier, daB wie bei der Temperaturamplitude 


die stirkeren positiven oder negativen Abweichungen vom normalen 
Feuchtigkeitsgehalt der Luft mit den niedrigsten P,O,;-Werten verbunden 
sind. Diese Ahnlichkeit ist verstaéndlich, wenn man daran denkt, daB 
trockene Luft mit groBen, feuchte Luft mit kleinen Tagesamplituden 
verknipft zu sein pflegt. 

Wahrend zwischen Barometerstand und Phosphorséiurekurve in den 
sommerlichen Versuchen keinerlei Korrelation erkennbar ist, laBt sich 
ein gewisser scheinbarer Zusammenhang mit den Bewdlkungsverhdltnissen 
feststellen. Auch hier muBten natiirlich, wie bei der Darstellung der Tem- 
peraturamplitude, die Beobachtungen des Vortages eingesetzt werden. 
Wir finden: 


Bei 0 bis 1 Zehntel Bedeckung: 204 mg-°, P,O; 
io aie ean ae i a IGG. 5; - 
oe are * ‘i 192 ~=C«,, = 
oe ae F s - os Ci, * 
aoe eae Ss i yi) ae is 
a AO Sa as 207 _—=Cé,, re 


Es 1aBt sich aus dieser Zusammenstellung entnehmen, da bei be- 
sonders geringer wie bei besonders starker Bewélkung hohe P,O,-Werte 
vorliegen, bei halbbedecktem Himmel dagegen niedrige. 

Bei allen vier Zusammenstellungen findet sich in graphischer kurven- 
maBiger Darstellung ein Knick allemal in der Mitte, d.h. bei den fiir die 
betreffende Jahreszeit als ,normal‘S geltenden Werten. Das wiirde be- 
deuten, daB eine Verainderung der meteorologischen Elemente sowohl 
iiber wie unter das Normalmafi hinaus als Reizwirkung im Stoffwechsel 
sich geltend macht. Dabei mu8 man auf Grund unserer Betrachtungen 
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Abb. 3. 


annehmen, da die von den einzelnen Witterungs- 
elementen ausgehenden Reize mitunter einander 
entgegen wirken k6énnen, indem die extremen 
Werte der Temperatur und der Bewélkung hohen, 
die Extremwerte der Tagesamplitude und der 
Luftfeuchtigkeit dagegen niedrigen P,O,;-Werten 
entsprechen. 

Aus alledem lassen sich folgende Schliisse 
ableiten: 

1. Es gibt fiir die einzelnen Witterungs- 
elemente bestimmte ,,Optimalzonen*‘; werden 
diese unter- oder iiberschritten, so wird der 
Muskelumsatz im einen oder anderen Sinne be- 
einfluBt und die Phosphorséurewerte steigen 
oder fallen. 

2. Veradnderungen des Wetter- 

kénnen unter Umstanden durch 
Veranderungen eines anderen 


einen 
elementes 
gegenwil kende 
Klementes aufgehoben werden. 

3. Dadurch kann es bedingt sein, daB hier 
und da ein Luftmassenwechsel nicht den er- 
warteten EinfluB auf den Muskelstoffwechsel 
hat, so daB Luftmassenkurve und P,O;-Kurve 
scheinbar nicht mehr zusammenstimmen. 

Wenn man die in unseren tabellarischen 
Ubersichten gewerteten Unterschiede der Mittel- 
zahlen fiir die P,O; betrachtet, so kénnte man 
im Zweifel sein, ob diese Differenzen noch 
gewertet werden diirfen, da sie scheinbar 
innerhalb der Fehlergrenzen der Methodik 
liegen. Es darf jedoch nicht iibersehen werden, 
daB wir es hier ja nicht mit Einzelanalysen- 
werten zu tun haben, sondern mit aus vielen 
Analysen errechneten Mittelzahlen, bei denen 
die normalen Bestimmungsfehler schon weit- 
Die verwerteten 
durchaus_reelle 


gehend ausgeglichen sind. 
Unterschiede sind also als 
GréBen zu betrachten. 

Es sei schlieBlich noch auf die auffallende 
Tatsache hingewiesen, daB in jeder der vier 
aufgefiihrten Tabellen Anfangs- und Endwerte 
fast genau iibereinstimmen, daB die Werte also 
innerhalb jeder Reihe wieder zu ihrem Aus- 
gangswert zuriickkehren. 
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Phosphagen- und Pyrophosphorsdure. 

Wie wir schon eingangs erwahnten, haben wir auch die sogenannte 
praformierte anorganische Phosphorsdure regelmaBig bestimmt und aus 
der Differenz gegeniiber der direkt bestimmbaren in der tiblichen Weise 
die Phosphagenphosphorsaure errechnet. Die Unsicherheiten, mit denen 
diese Bestimmung, wenigstens am Warmbliiter, behaftet ist, haben 
wir schon erwahnt. In der Abb. 3 ist der gesamte Verlauf der Phosphagen- 
werte wicdergegeben. 

Die Betrachtung der Abbildung zeigt uns zweierlei. — Erstens, 
daB auch hier der Parallelgang der Maxima und Minima im groBen und 


ganzen wiederkehrt, wenn auch vielleicht aus methodischen 
Grinden — weniger regelmaBig und mit haufigeren Abweichungen als 
£ ‘4 £ £ £ 


bei der Fraktion des direkt bestimmbaren P,O,; (Abb. 1). Immerhin 
ist der Gleichgang noch auffallend genug. Wir sehen aber ferner, daB die 
Phosphagenkurve durchaus anders verlauft als die der direkt bestimm- 
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baren Phosphorséure, und es ist uns nicht gelungen, irgendeine Korre- 
lation zwischen den beiden Kurven aufzudecken. Ebensowenig Erfolg 
hatte der Versuch, Beziehungen zum Gang der Witterungselemente 
nachzuweisen. 

Noch unregelmaBiger ist der Verlauf der Pyrophosphatwerte. 
Zwar ist auch hier noch ein gewisser Gleichgang der Maxima und Minima 
iiber einzelne Kurventeile festzustellen, die Abweichungen sind indessen 
noch zahlreicher als bei der Phosphagenphosphorsaéure. Wir verzichten 
auf die Darstellung der Gesamtkurven und geben in Abb. 4 lediglich 
die Kurve der Mittelwerte in gediaéngter Darstellung wieder. Vielleicht 
spielt auch hier eine gewisse Unsicherheit der Methodik eine Rolle. 
Die Bestimmung der Pyrophosphorséure erfolgt in der Weise, daB ein 
aliquoter Teil des Trichloressigséurefiltrats 7 Minuten lang mit 2 n HC! 
im Wasserbad erhitzt wird, wodurch die gesamte in Saure lésliche 
und durch Séure abspaltbare Phosphorséure gewonnen wird. Die 
Differenz zwischen dem so erhaltenen Wert und der direkt bestimmbaren 
Phosphorséure gilt als Pyrophosphorséure. Ob damit wirklich die 
Pyrophosphorsaurefraktion vollstaéndig und ob sie allein erfaBt wird, 
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daran zu zweifeln ist nicht unbegriindet. Hier kann indessen nur fest- 
gestellt werden, daB die Pyrophosphatwerte, die wir mit der gegebenen 
Methodik erhalten, keine fiir unsere Betrachtung verwertbare Kurve 
ergeben. 

In Abb. 5 haben wir auch die Mittelwerte fiir das gesamte saure- 
lésliche P,O; wiedergegeben, deren Verlauf ebenfalls nichts Charak- 
teristisches zu bieten scheint. 


4 “\yr 

Acco? LAS 6 fm 5 ; ; + 
“V/ - . A 

| i T T \. 7 { Wa Na pn 


U6 MRAHSE hRHMAAMYE I MDH BE OM 

















‘ 


April 1934 Mai Juni uli 1834 


Abb. 5. 


Keine dieser Kurven fiir die verschiedenen P,O,;-Fraktionen stimmt 
mit der anderen tiberein. Interessant ist die aus den Abb. 3, 4 und 5 
erkennbare Tatsache, da®B die drei Fraktionen Phosphagen, Pyro- 
phosphat und Gesamtphosphorséiure im Winter die héchsten und im 
Sommer die niedrigsten Werte aufweisen, mit einem Ubergang im Monat 
Mail. Besonders wichtig erscheint der Hinweis darauf, daB im Sommer 
die Phosphagenwerte und noch 6fter die Pyrophosphatwerte Nul/ 
werden kénnen. Bei allen Versuchen, die Bedeutung dieser Fraktionen 
fiir die Muskelenergetik zu kléren, wird man diese Tatsache nicht 
tibersehen diirfen. 

3. Bestimmung des Glykogens. 

In der zweiten Halfte unserer Versuchsreihe, vom 23. Mai an bis 
zum 10. Juli, haben wir auch den Glykogengehalt der Muskeln regel- 
maBig mitbestimmt, und zwar in den gleichen Muskeln, die der Phosphor- 
siurebestimmung dienten. Es bestand also auch die Méglichkeit, 
liber etwaige Beziehungen der Phosphorsaurefraktionen zum Glykogen 
Anhaltspunkte zu gewinnen. 

Wir wollen zunachst die das Gesamtergebnis darstellende und nach 
gleichen Gesichtspunkten wie bei der Phosphorséure konstruierte 
Kurve (Abb. 6) betrachten. Noch starker als bei dieser pragt sich die 
wichtige ‘l'atsache aus, daB der Glykogengehalt der Muskeln von zwei 
nahezu gleichzeitig untersuchten Tieren miteinander sehr nahe tberein- 
stimmt, obwohl die Schwankungen von Tag zu Tag mehrere hundert 
Prozent betragen kénnen. 


' Uber jahreszeitliche Unterschiede im Phosphorsiuregehalt der 
Muskeln: Adler, Zeitschr. f. physiol. Chem. 113, 193, 1921; .Wononobe, Fol. 
pharmacol. jap. 10, 29, 1930; Ronas Ber. 57, 448, 1931. 
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Vergleicht man nun diese Kurve mit derjenigen des direkt be- 


stimmbaren P,O,. so sicht man ohne weiteres, da8 keinerlei Ahnlichkeit 
besteht und daB auch keine Korrelation irgendwelcher Art erkenn- 


bar wird. 

Besonders interessant kénnte ein Vergleich 
der Glykogenkurve mit der Phosphagenkurve 
werden, da man bis vor kurzem an enge Be- 
ziehungen dieser beiden Substanzen im Verlauf des 
Muskelstoffwechsels dachte. Nach Lundsgaards' 
Vorgang wurde ziemlich allgemein angenommen, 
daB die beim Zerfall des Phosphagens frei werdende 
Energie der Muskelkontraktion diene und daB 
der nach der Zuckung einsetzende Glykogenzerfall 
die fiir den Wiederaufbau des Phosphagens not- 
wendige Erholungsenergie — liefere. Diese <An- 
schauung hat der eine von uns schon friiher un- 
vereinbar mit der Tatsache gehalten, da®B unter 
vielen experimentellen Bedingungen Glykogen- 
sechwund und Milchséiurezunahme einerseits, Phos- 
phagenabbau andererseits gleich laufen, wahrend 
die erwahnte Theorie das Gegenteil erwarten 
lieBe. Neuerdings hat nun Lundsgaard? selbst 
seine Anschauungen revidieren miissen, als er 
feststellte, daB auch der Zerfall der Kreatin- 
phosphorsiure der Kontraktion nachfolgt und 
daher ebenso wie der Glykogenzerfall zu den Er- 
holungsvorgingen gezahlt werden muB. Man muB 
zugestehen, das die Rolle der bisher bekannten 
chemischen, die Kontraktion begleitenden oder 
ihr unmittelbar folgenden Vorgéange heute noch 
vollig dunkel ist und ebenso die Beziehungen, die 
sicher zwischen ihnen bestehen miissen. 

In diesem Zusammenhang soll daran erinnert 
werden, daB Griinde fiir die Annahme_ einer 
vollig verschiedenartigen Steuerung des Phos- 
phagenumsatzes einerseits, des Glykogenumsatzes 
andererseits bestehen. Nach Masayama und 
Riesser® muB es namlich als méglich bezeichnet 
werden, da der Phosphagenzerfall vom zentral- 
motorischen System, der Glykogenumsatz aber 
vom sympathischen aus geregelt und eingestellt 
wird. 

Diese Betrachtung gewinnt fiir uns im Rahmen 
der vorliegenden Arbeit deshalb besonders Inter- 
esse, weil sich daraus vielleicht ein Verstandnis 
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fiir die véllige Unabhangigkeit der Glykogen- und der P,O;-Kurven von- 
einander gewinnen lieBe. In der Tat besteht auch zur Phosphagenkurve 


' Lundsgqaard, diese Zeitschr. 227, 51, 1930. 


2 Derselbe. ehbenda 


269, 308, 1934. — * Masayama u. Riesser, Arch. f. exper. Path. u. Pharm. 


163, 562, 1931. 


Biochemische Zeitschrift Band 275. 





Abb. 6. 
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keine auch nur einigermaBen sichere Korrelation, obwohl einige Anzeichen 
vorhanden sind, daB bei gréBerer Zuverlassigkeit der Bestimmungsmethode 
solehe Korrelation vielleicht zutage treten wiirde. Gemeinsam ist lediglich 
der Phosphagen- und Glykogenkurve, daB sie beide véllig von der Kurve 
des direkt bestimmbaren P,O,; abweichen, aber jede tut das in einer fiir 
sie besonderen Weise. Es ware durchaus denkbar, da Phosphorséure- 
umsatz und Glykogenstoffwechsel von den verschiedenen Wetterelementen 
ganz verschieden beeinfluBt werden. 


Im Hinblick auf diese Méglichkeit haben wir untersucht, ob und 
inwieweit auch fiir den Bestand an Muskelglykogen eine Reizwirkung 
bestimmter einzelner Wetterelemente sich geltend macht, wie wir es fiir 
das direkt bestimmbare P,O,; gefunden hatten. 


Irgendwelche Beziehungen zum_ jeweiligen Bbarometerstand konnten 
auch fiir das Glykogen nicht festgestellt werden, weder bei Beriicksichtigung 
der absoluten Luftdruckwerte noch der taglichen Druckschwankungen. 
DaB aber, im Gegensatz zur Phosphorsiure, auch zur relativen Lujt- 
feuchtigkeit und zur Bewélkung keine Korrelationen nachweisbar sind, 
geht aus den folgenden Tabellen hervor, die in gleicher Weise wie 
oben fiir die P,O,; konstruiert sind. 


Man findet: 


1. bei einer relat. Feuchtigkeit von 2. bei einer Bewélkung von 
45 bis 54% 260 mg-% Glykogen Obis 1 Zehntel 400 mg-°% Glykogen 
55 ,, 64% 420 ,, - oe Sg ‘ 
65 ,, 74% 240. ,, a ta ae 200 45 *¥ 
165 ,, 84% 200. ,, “= _ EP rn 320. —,, + 
iiber 85% 450 ,, ‘ Pato, ene in 

10 wu 300° |, a 


Diese beiden Tabellen ergeben weder eine linear absteigende noch 
ansteigende Linie, noch irgendeine annaihernd symmetrische Kurve. Es 
ist kein Zusammenhang zwischen Glykogengehalt der Muskeln und diesen 
beiden meteorologischen Faktoren ersichtlich. 


Anders liegen aber die Dinge, wenn wir die Tagesmitteltemperaturen 
beriicksichtigen. Wir finden bei einem Temperaturmittel von 


9,0 bis 11,9° durchschnittlich 430 mg-°4 Glykogen 


12,0°',,. 14,9" ro 7 || ss 
f60: Ag 0P te 210. -» *s 
18,0 ,, -20,9° ® 260 _—s,, “3 
zi) ,, 25;0° me 410, o 


An dieser Tabelle erkennt man, da8 die Extremtemperaturen mit den 
héchsten Glykogenwerten einhergehen und die mittleren, gleichsam fiir 
die Jahreszeit ,.normalen‘', mit den niedrigsten. Die Kurve, die diese Be- 
ziehungen ausdriickt, verliuft &hnlich, wie wir sie fiir das direkt bestimm- 
bare P,O,; in Abhangigkeit von der Tagesmitteltemperatur fanden (siehe 
S. 174). 
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Auch die Beziehungen zu den Tagesamplituden der Temperatur sind 
beim Glykogen ganz ahnliche wie bei der direkt bestimmbaren Phosphor- 
siure. Wir finden bei einer Amplitude von 

3 bis 5,9° 220 mg-°%, Glykogen (im Durchschnitt) 
89° 330 
9 . LY 260 ,, 


2 . 14 2 .,, on 
a 5 ae 260 we 
liber 18° 240 ee pis 


Es liegen bei den mittleren Amplituden die héchsten, bei den tiefsten 
und bei den héchsten Amplituden aber die niedrigsten Glykogenwerte. 

Wir sehen also, daB zwar hinsichtlich der scheinbaren Beziehungen 
zu ‘Tagesmitteltemperatur und Tagesamplituden die gleichen Ver- 
haltnisse bestehen wie bei der Phosphorsaéure, daB aber hinsichtlich 
der relativen Feuchtigkeit und der Bewélkung der Unterschied auffallend 
ist. Diese Befunde kénnten fiir das verschiedene Verhalten der Glykogen- 
und der P,O;-Kurven eine Erklarung bieten. 


4. Die Bestimmung der Tagesschwankungen. 

Wenn wir groBen Wert darauf legten, daB alle unsere Analysen 
bzw. Muskelentnahmen stets um dieselbe Tageszeit erfolgten, so hatte 
das seine besondere Bedeutung gewonnen, seitdem wir dazu iibergingen, 
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Abb. 7. 








statt zwei taglich vier Tiere zu operieren, und zwar das eine Paar morgens 
um 9 Uhr, das andere nachmittags um 3 Uhr. Auch in diesen Fallen 
wurde neben den Phosphorsaurefraktionen auch das Glykogen der 
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Muskeln bestimmt. Obwohl diese Versuche schon der hohen Kosten 
wegen sich bisher nur tiber einen relativ kurzen Zeitraum erstreckten, 
geniigen sie doch, um ein besonders wichtiges Ergebnis sicherzustellen 
(Abb.7). Sie zeigen uns namlich, daB vielfach schon innerhalb eines Tages 
die Phosphorsaure- und Glykogenwerte sich ganz erheblich verandern 
kénnen, und daB wiederum zwei gleichzeitig untersuchte Tiere nahezu die 
gleichen Werte liefern. Damit ist auch fiir die Tagesschwankungen 
die Rolle eines duferen, auf je zwei Tiere im gleichen Mabe wirkenden 
Faktors sichergestellt. Um einen etwaigen EinfluB der Verdauung 
auszuschalten, sind alle Versuche dieser Reihe an Tieren gemacht, 
die 24 Stunden vor der Muskelentnahme kein Futter mehr erhalten 
hatten. Wie aus der Kurve ersichtlich, fallen mehrere der Nachmittags- 
werte ziemlich genau in die Verbindungslinie der beiden angrenzenden 
Morgenwerte, was ja ohne weiteres verstaindlich ist. Hin und wieder 
aber fallt der Nachmittagswert auch einmal erheblich heraus. 

Kine meteorologische Analyse dieser Kurvengainge haben wir noch 
nicht versucht, da die Versuchsreihe dazu noch nicht lang genug ist. 
Aber in vieler Hinsicht sind gerade diese Ergebnisse bemerkenswert, da 
sie uns sehr eindringlich lehren, in welch starkem Mabe die analytischen 
Muskelwerte von der Zeit und der Stunde der Entnahme abhangig 
sind. Es ist sehr bemerkenswert, daB nach Forsgren!, sowie Agren, 
Wilander und Jorpes* das Leberglykogen starke Tagesschwankungen 
aufweist, unabhangig von der Nahrungsaufnahme. 


5. Besprechung der Ergebnisse. 

Der wichtigste Befund der vorliegenden Untersuchungsreihe ist 
wohl der, daB je zwei gleichzeitig untersuchte Kaninchen im wesent- 
lichen parallelen Gang der Maxima und Minima sowohl fiir die Phosphor- 
siure wie fiir das Glykogen aufweisen. Die haufig sehr erheblichen 
Schwankungen des Gehalts an diesen Substanzen spiegeln sich also 
stets oder doch fast stets im gleichen MaBe bei beiden 'Tieren wider. 
Dariiber hinaus lieB sich zeigen, daB auch im Verlauf ein und desselben 
Tages die Werte sich gleichsinnig bei zwei verschiedenen Tieren ver- 
andern. 

Angesichts dieser Tatsachen, die noch erginzt werden durch er- 
hebliche Niveauunterschiede je nach der Jahreszeit, ist es klar, da8 man 
von Normalwerten kaum sprechen kann. Mit groBer Wahrscheinlichkeit 
ist anzunehmen, daB Ahnliches auch fiir andere biologisch-chemische 
Daten gilt, und in der Tat sind Tagesschwankungen des Glykogengehalts 


' Forsgren, Skand. Arch. Physiol. 58, 137, 1928; 55, 144, 1929; Acta 
med. Seand. 70, 139, 1929. — 2 Agren, Wilander u. Jorpes, Biochem. J. 


25, 777, 1931. 
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der Leber, wie wir sahen, schon festgestellt worden. Fir zahlreiche 
physiologisch-chemische und pharmakologisch-chemische Untersuchungen 
sind diese Dinge von groBer Wichtigkeit. In derartigen Versuchen 
werden fast stets einige an Normaltieren zu verschiedenen Zeiten 
gewonnene Werte als Normalziffern dem Vergleich mit den Versuchs- 
tieren zugrunde gelegt. Kiinftig wird man, um die taglichen und stiind- 
lichen Schwankungen auszuschalten, in der Weise verfahren miissen, 
daB man als Kontrollen stets Analysen des gleichen Tages und der 
annaihernd gleichen Stunde ausfiihrt und die Analysen der Versuchs- 
tiere ebenfalls zur gleichen Stunde vornimmt. Dieses scheinbar etwas 
umstandlichere Verfahren vereinfacht in Wahrheit die Entscheidung 
wesentlich. Fallen namlich wie gew6hnlich die Werte von zwei Kontroll- 
tieren nahe zusammen, die der beiden Versuchstiere aber weit davon 
weg, so ist schon dieser eine Versuch héher zu bewerten als sonst Serien- 
versuche an ganzen Reihen von Tieren, bei denen die Tagesschwan- 
kungen nicht beriicksichtigt sind. Es kann kaum einem Zweifel unter- 
liegen, daB die AuBerachtlassung des Zeitfaktors und der notwendigen 
Gleichzeitigkeit aller analytischen Vergleichsdaten fiir mancherlei 
Schwierigkeiten und Irrtiimer verantwortlich zu machen sind. 

Die Tatsache des im wesentlichen gleichen Verhaltens von je zwei 
gleichzeitig untersuchten Tieren, die Bedeutung also der Zeit der Ent- 
nahme des zu untersuchenden Materials, beweist uns das Vorliegen 
eines den Stoffwechsel beeinflussenden duferen, auf alle Tiere gleich- 
artig einwirkenden Faktors. Als solchen glauben wir die meteorologischen 
Bedingungen ansprechen zu miissen. In der Bestimmung der Luft- 
kérper und ihres Wechsels versuchen wir einen charakteristischen Aus- 
druck fiir die jeweilige Wetterlage zu gewinnen, der vielleicht ein bio- 
logisch wirksames Prinzip der Witterung schon in guter Annaherung 
darstellt. Dabei sind wir uns dariiber klar, daB auch dieser Ausdruck 
noch immer sehr komplexer Natur ist und daB wir noch weit entfernt 
davon sind, die biologische Bedeutung der einzelnen meBbaren Witte- 
rungsfaktoren zu erkennen. Immerhin lat sich feststellen, daB relative 
Feuchtigkeit und Lufttemperatur, jedes zu seinem Teil, mit bestimmend 
sind. Dariiber hinaus aber muB noch an einen weiteren wirksamen 
Faktor gedacht werden, der vielleicht sogar allen anderen iibergeordnet 
ist: die Luftelektrizitat. Zwar laBt sich die Theorie von der Rolle der 
Luftionen, die insbesondere von Jsrael! sowie von Dessauer® vertreten 
wurde, nicht in vollem Umfang aufrecht erhalten, wie Storm van 
Leuwen® gezeigt hat, doch sei andererseits auf die langjahrigen Unter- 


! Israel, Gerlands Beitr. z. Geophys. 34, 1931. — ? Dessauer, 10 Jahre 
Forschung auf physikalisch-medizinischem Grenzgebiet. Leipzig 1931. — 
3 Storm van Leuwen u. Booij, Gerlands Beitr. z. Geophys. 38, 407, 1932. 
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suchungen von Rosa Stoppel! verwiesen, aus denen Zusammenhange 
zwischen Raumladung und periodischen Vorgaingen bei der Pflanze 
sehr deutlich erkennbar werden. Es wird daher unumganglich notwendig 
sein, unsere eigenen Untersuchungen gerade nach dieser Richtung 
hin zu erganzen. 

Ungeklart bleibt ferner die bemerkenswerte Tatsache, daB jede 
der von uns bestimmten einzelnen Fraktionen und Substanzen ihre 
eigene Kurve gibt und daB eine Korrelation der einen mit der anderen 
vorderhand nicht erkennbar ist. Die Frage, ob etwa die verschiedenen 
Stoffwechselvorginge im Muskel unabhangig voneinander von ver- 
schiedenen meteorologischen Faktoren beeinfluBt werden, konnte von 
uns nur diskutiert, aber nicht entschieden werden. 

Die vorliegenden Untersuchungen bilden eine wirksame Stiitze 
unserer in der ersten Mitteilung wiedergegebenen Befunde und An- 
schauungen. Dennoch sind auch sie nur eine erste Grundlage, auf der 
weiter gebaut werden muB. Mit dem Studium der Zusammenhange 
zwischen Witterungsfaktoren und biologischem Geschehen stoBen wir 
ins Zentrum bedeutsamer, das Dasein regelnder Vorginge. Erfolge 
auf diesem Gebiet sind nur zu erwarten bei Einsatz eines sehr groBen 
Versuchsmaterials, Durchfiihrung langer Versuchsreihen und im Zu- 
sammenwirken von Biologen und Meteorologen. 

Ohne Zweifel werden sich ahnliche Verhaltnisse auch bei Unter- 
suchung anderer Versuchstiere aufweisen lassen, wofiir wir schon einige 
Anhaltspunkte fanden. Auch wird der Chemismus anderer Organe als 
der Muskeln nach gleichen Gesichtspunkten zu untersuchen sein. Wenig 
aussichtsvoll dagegen ist, nach unseren bisherigen Befunden, die nahe- 
liegende Analyse des Blutes. Die wichtigsten Schwankungen im Stoff- 
wechsel der Organe kommen meist im Blute kaum oder gar nicht zum 
Ausdruck, weil der Ausgleich gerade hier zu stark wirksam ist. 


Kine Verbreiterung der Basis der Untersuchungen, die wir schon 
in unserer ersten Arbeit erwahnten, ist zu erstreben. Wenn es gelingt, 
an mehreren geographisch weit voneinander abgelegenen und klimatisch 
mdéglichst verschiedenen Orten genau gleichzeitig Analysen durch- 
zufiihren, dann muB der Vergleich der Wetterkarte von Tag zu Tag 
sowie der Analysenergebnisse besonders aufschluBreich werden. Ver- 
suche unter den meteorologisch besonders gekennzeichneten Bedingungen 
des Hochgebirges sind seither von uns unternommen worden und sollen 
demnachst veréffentlicht werden. Besondere Fortschritte erwarten wir 


' R. Stoppel, Planta, Arch. f. wiss. Botanik 2, 342, 356, 1926; Handb. 
d. norm. u. pathol. Physiol. 17, 659; 18, 448; Ber. d. Deutsch. Botan. Ges. 
50, 486, 1933. 
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aber, wenn wir unter kiinstlichen, genau bekannten und nach Wunsch 
variierbaren mikroklimatischen Bedingungen arbeiten kénnen. 

Ein wichtiges und vielfach schon erértertes Kapitel der allgemeinen 
Pharmakologie: die Abhangigkeit der Giftwirkungen vom Klima, 
gewinnt an Hand unserer Ergebnisse neues Interesse. Es ware 
systematisch zu prifen, ob die den Untersucher immer wieder jiber- 
raschenden und meist ganz unverstandlichen Spriinge der Giftempfind- 
lichkeit witterungsabhangig sind und ob sie zu den Veranderungen des 
Organchemismus von Tag zu Tag in Beziehung stehen. 


Zusammenfassung. 

1. Die taglich an zwei neuen Kaninchen gleichzeitig vorgenommenen 
Bestimmungen der P,O,-Fraktionen ergeben in den Monaten April bis 
Juli eine sehr auffallende und regelmaBige Ubereinstimmung, die sich 
besonders in der Fraktion des sogenannten ,.direkt bestimmbaren™ P,O; 
(Summe von anorganischer und Kreatinphosphorsiure) auspragt. Diese 
Ubereinstimmung auBert sich in der Weise, daB die Linie, die die Tages- 
maxima miteinander verbindet, mit derjenigen, welche die Minima ver- 
bindet, annahernd parallel lauft und daB beide, bis auf wenige Aus- 
nahmen, sehr nahe beieinander liegen. 

2. Aus diesem Verhalten muB geschlossen werden, dab der P,O,- 
Umsatz der Muskeln von Kaninchen von Tag zu Tag unter einem fiir 
alle Tiere gleichen duferen EinfluB steht. Als Quelle dieses Einflusses 
ist die tagliche Witterung zu betrachten. 

3. Als biologisch wirksam miissen in erster Linie die Luftkérper 
gelten, doch spielen auch relative Feuchtigkeit sowie Lufttemperatur 
jedes fiir sich mit hinein. Die Frage nach der Bedeutung luftelektrischer 
Veranderungen wird eroértert. 

4. Die aus den Werten fiir Phosphagenphosphorsaéure konstruierten 
Kurven stimmen untereinander fiir verschiedene Tiere sowie hinsichtlich 
des Parallelismus der Maxima und Minima nicht so gut zueinander, 
wie dies fiir die Fraktion des direkt bestimmbaren P,O, der Fall ist. 
Noch ungiinstiger ist das Bild fiir die Pyrophosphorsaure. Methodische 
Schwierigkeiten diirften dabei eine Rolle spielen. Jede dieser beiden 
Fraktionen hat einen von der anderen und von dem direkt bestimmbaren 
P,O; verschiedenen Kurvenverlauf. Gesamt-saurelésliches sowie Phos- 
phagen- und Pyro-P,O,; weisen héchste Werte im Winter und niedrigste 
im Sommer auf, die beiden letzteren Fraktionen verschwinden sogar 
haufig im Sommer ganz. Der UChergang von den Winter- zu den Sommer- 
werten liegt im Mai. 

5. Wahrend der letzten 7 Wochen der Versuchsreihe wurden in 
denselben Muskeln, die der P,O;-Analyse dienten, auch das Glykogen 
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bestimmt. Die von Tag zu Tag oft mehrere hundert Prozent betragenden 
Verschiedenheiten des Glykogengehalts sind wiederum fiir beide gleich- 
zeitig analysierten Tiere allemal gleich und die Zahlen sind sogar in 
noch engerer Ubereinstimmung als die des P,O,. Die Kurve der 
Glykogenwerte ist indessen bisher in keinerlei Beziehung zu_bringen 
zu derjenigen der P,O;-Zahlen, und ihre Abhadngigkeit von aéuBeren 
Faktoren muB eine durchaus andersartige sein. 

6. Analyvsiert man die Muskeln von je zwei Tieren vormittags und 
zwei anderen Tieren nachmittags desselben Tages, so ergeben sich sehr 
erhebliche Verschiedenheiten zwischen den Morgen- und Nachmittags- 
zahlen, wobei wiederum je zwei gleichzeitig analysierte Tiere die gleichen 
Werte ergeben. Die Anpassung an die meteorologischen Schwankungen 
scheint also eine sehr schnelle zu sein. 

7. Es wird erértert, welche Bedeutung die Befunde fiir die all- 
gemeine Biochemie des Stoffwechsels der Organe und fiir physiologische 


und pharmakologische Untersuchungen haben. Es wird insbesondere 
die Frage der Abhangigkeit der Giftwirkungen von der Witterung ge- 
streift. Ein Arbeitsplan fiir das weitere Studium dieser biologisch- 
meteorologischen Probleme wird entwickelt. 
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Untersuchungen an isolierten Arterienringen, iiber die demnachst 
ausfiihrlich berichtet werden soll, haben ergeben, daB nach ihrer Vor- 
behandlung mit Kupferdosen, die an sich den GefaéBzustand unverandert 
lassen, eine vorher oder an Kontrollstiicken deutliche Adrenalinkontrak- 
tion nicht mehr zustandekommt. Bei der Analyse dieser durch eine an 
sich unwirksame Kupferung bewirkten Aufhebung der Adrenalin- 
wirkung wurde aus bereits kurz mitgeteilten (1) Uberlegungen an die 
Moglichkeit gedacht, daB gebundenes Calcium durch Kupfer verdrangt 
bzw. dialysierbar gemacht werden kénne, und im Hinblick auf die 
Befunde von Stewart und Percival (2) untersucht, ob Kupfer die Blut- 
gerinnung hemmt. Zundachst stellten wir orientierende Versuche in 
grober Form und einfacher Weise derart an, daB die zu priifende Kupfer- 
menge in 0,1 cem wiasseriger Lésung in kleine Reagensgliser kam, die 
bei 2 ccm mit einer Marke versehen waren, bis zu welcher Blut aus der 
Ohrvene eines Kaninchens direkt rasch eintropfen gelassen wurde. 
Hierauf wurden die GefaéBe nur einmal kurz geschiittelt, um eine gute 
Durchmischung zu erzielen und jede '/, Minute der Zustand des Blutes 
durch sanftes Neigen kontrolliert, wobei darauf geachtet wurde, eine 
stirkere Erschiitterung wegen der, wie wir beobachten konnten, durch 
Thixotropie (3) méglichen Tauschungen tiber den Eintritt der Gel- 
bildung zu vermeiden. Die ,,Gerinnungszeit‘’ wurde vom Moment der 
Einfiillung bis zu jenem Zeitpunkt gerechnet, in welchem das Glaschen 
umgedreht werden konnte, ohne daB Blut ausfloB. Tatsachlich zeigen 
sich bei Zusatz von steigenden Kupfermengen zunehmende Gerinnungs- 
verzogerungen bis zu volliger Gerinnungshemmung bei einem Gehalt 
des Blutes von 0,025°,, Cu an, wahrend in den auf gleiche Weise be- 
handelten Kontrollproben mit 0,1 cem 0,9°, NaCl konstante Ge- 
rinnungszeiten gemessen wurden, die nur nach der Temperatur des 
Versuchsraumes von 3 bis 5!/, Minuten variierten. Diese Versuche 
die mit dem ,,indifferenten’’ Harnackschen Kupfersalz (4) angestellt 
wurden, sowie die weitere Beobachtung, daB auch anorganische Kupfer- 
salze desselben Cu-Gehalts in gleicher Weise gerinnungshemmend 
wirken, bildeten den Ausgangspunkt fiir die Untersuchung, ob die 
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Wirkung des Kupfers auf die Blutgerinnung fiir dieses spezifisch sei 
oder ob auch andere Metalle sich gleichartig verhalten. Dazu war es 
notwendig, eine exaktere Methode anzuwenden, bei der auBerdem mit 
geringeren Blutmengen gearbeitet werden konnte. 


Methodik. 


Unter den verhaltnismaRig zahlreichen Methoden zur Bestimmung 
der Gerinnungszeit (5) gibt es keine, mit der man die ,,absolute’* Gerinnungs- 
zeit feststellen kann. Ein GroBSteil der Methoden kam schon deshalb fiir 
uns nicht in Betracht, da wir nach der Art unserer Versuche von vornherein 
auf jene beschrankt waren, die es erméglichen, Zusatzlésungen zum Blute 
zu geben. Dazu erwies sich uns die bekannte Methode mit dem von 
Birker (6) angegebenen Apparat am brauchbarsten. Als Blutspender 
dienten Kaninchen, deren Ohren bereits 6 bis 24 Stunden vor den Versuchen 
enthaart und mit Vaselin eingefettet worden waren. Nach Reinigung der 
betreffenden Hautstellen mit einem Gemisch gleicher Teile von Alkohol- 
Ather wurde bei jeder Entnahme in eine andere Stelle einer Ohrvene mit 
dem von biurker modifizierten Franckeschen Schnepper eingestochen, der 
sich als viel zweckmaBiger erwies als alle anderen zum Punktieren an- 
gegebenen Instrumente, weil rascher eine gréBere Blutmenge hervorquillt. 
Aus dieser wurden nun so schnell wie méglich mittels einer geeichten Mikro- 
pipette 0,03 cem direkt in den Hohlschliff des Objekttragers gegeben, 
welcher bereits mit einem genau gleichgroBen Tropfen C O,-freien Wassers 
bzw. der zu untersuchenden Lésung vorgewarmt war. Die Gerinnungszeit 
rechneten wir von dem Moment der Entnahme des Blutes aus dem Gefab- 
system bis zur Bildung eines Koagulums; war dies bis zu 15 Minuten nicht 
der Fall, so wurde die betreffende Probe als praktisch ungeronnen an- 
gesehen. Da wir nur Vergleichsversuche anstellten, sind die gegen die 
Biirkersche Methode gemachten Einwande (5) fiir die vorliegende Unter- 
suchung bedeutungslos. Der ,,Wasserwert‘*, wie wir im folgenden die Kontroll- 
probe nennen wollen, die mit CO,-freiem destilliertem H,O oder CO,-freier 
0,9°% iger NaCl-Lésung! angestellt wurde (ohne da’, wie schon Biirker 


' Versuche mit gewohnlichem destilliertem Wasser ergaben fiir den 
,. Wasserwert nicht so gleichmaBige Resultate, wie wir sie bei Verwendung von 
CO,-freiem destilliertem Wasser erhielten, und zeigten iiberdies Gerinnungs- 
forderung gegeniiber CO,-freiem destilliertem Wasser. Da es sich dabei 
nicht um eine ,,Séure*-Wirkung handelt, was schon a priori unwahrscheinlich 
ist, da erstens das Plasma sicher die geringe Menge CO, zu puffern imstande 
ist und zweitens Saure bekanntlich den Eintritt der Gerinnung verzégert, 
zeigten Kontrollversuche mit NaHCO,-Lésungen, die ohne und mit dem 
weiter unten besprochenen Acetat-Veronalpuffer véllig identische Zahlen- 
werte im Sinne einer Férderung der Gerinnungszeit ergaben, also in gleicher 
Richtung verliefen wie mit CO,-haltigem destilliertem Wasser. Enthielt 
der im Berkerschen Objekttrager vorgelegte Tropfen 0,1% NaHCQ,, so 
trat die Gerinnung bereits nach 1'/, Minuten ein, geringere Konzentrationen 
(0,075, 0,05, 0,03, 0,02°,) zeigten eine umgekehrt proportionale Zunahme 
der Gerinnungszeit, bis sich bei einer Konzentration von 0,01°, NaHCO, 
ein Wert von 2!'', Minuten bei 25°C ergab, d.h. noch nicht einmal der 


..Wasserwert*'. Noch deutlicher zeigt sich dieses Verhalten bei 18 und 15° C. 
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betont hat, die bei Verwendung von H,O eintretende Hamolyse eine Rolle 
spielt), betrug fiir das Blut aller unserer Versuchstiere 3 Minuten bei einer 
Wasserbadtemperatur von 25°. Diese genau eingehaltene Temperatut 
wahlten wir fiir den gr6éBten Teil unserer Versuche, da der Temperatur- 
koeffizient in diesem Bereich hinreichend klein ist, um die Einzelfehlet 
nicht tiber die Genauigkeit der Methode an sich iiberwiegen zu lassen [vg]. 
dazu Dale und Laidlaw (7)}. 

Da wir bei der Priifung der Metalle Substanzen in den Bereich unserer 
Untersuchung zu ziehen hatten, die zum Teil nicht als Neutralsalze vor- 
liegen, andererseits aber bekannt ist, dafi saure Lésungen koagulations- 
hemmend wirken und nach den Serumversuchen von Lorber (8), nach 
denen das Maximum der Flockung durch Schwermetallsalze, aber auch 
durch deren freie Saure, ja sogar durch schwiachere (organische) Sauren 
bei dquivalenten Konzentrationen erreicht wird, die Méglichkeit bestand, 
daB durch hydrolytisch abgespaltene Saure eine Metallwirkung vorgetauscht 
werden kénne, sahen wir uns veranlaBt, zuerst Pufferl6sungen zu unter- 
suchen, um einen den Wasserwert gebenden Puffer als Lésungs- bzw. 
Verdiinnungsmittel verwenden zu kénnen. Deshalb berichten wir zuerst 
iiber Versuche an 

Pujferldsungen. 

Die Phosphatgemische, die im Bereich um den Neutralpunkt fir 
biologische Untersuchungen eine weitgehende Anwendung finden, 
schienen a priori aus zwei Griinden fiir unsere Zwecke nicht geeignet 
zu sein. Abgesehen davon, daB sie gerade mit Metallen, deren Prifung 
wir ja vornehmen wollten, Komplexbindungen eingehen, bestehen auch 
noch besondere Beziehungen der Phosphate zum Calcium, das ja nach 
der Ansicht fast aller Autoren eine wichtige Rolle bei der Gerinnung 
spielt. Schon Birker (9) hat gefunden, daB sekundares Kaliumphosphat 
in 2,68° iger Losung (aquimolekular einer 0,9° igen NaCl-Lésung) 
die Blutgerinnung hemmt. Wir untersuchten dem Séaugetierblut 
isotonische Natriumphosphatgemische von verschiedenem px, die nach 
der Vorschrift von L. Michaelis bereitet und durch Verdiinnung auf 
das 2,6fache einer 0,9°,igen NaCl-Lésung isotonisch gemacht worden 
waren. Diese ,,Stammlésungen “‘wirken, wie Abb. 1 zeigt, welche die 
an zwei Regulatoren in vielen Versuchen gewonnenen Ergebnisse der 
Kiirze und Ubersicht wegen zusammenfassen soll, im Bereich von 
pu 5 bis 9 deutlich gerinnungshemmend nur bei pu 7 bilden sich 
mitunter um die 7. bis 10. Minute kleine Fadchen, doch laBt sich auch 
nach 15 Minuten noch kein Koagulum abheben —, wahrend die daraus 
bereiteten Verdiinnungen sich dem Wasserwert immer mehr nahern, 
den sie bei der Verdiinnung auf ein Fiinftel (— etwa m 40 Phosphat) 
erreichen. 

Wiahrend demnach Phosphatlésungen fiir unsere Zwecke nur im 
beschrankten MaBe geeignet waren, fanden wir im <Acetat-Veronal- 
gemisch nach L. Michaelis (10) nicht nur einen fiir den Gerinnungs- 
vorgang indifferenten Puffer, sondern auch einen py-Regulator von 
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grobem Bereich. Die Acetat-Veronalpufferlésungen hemmen, wie aus 
der Abb. 1 ersichtlich ist, nur im stark sauren Bereich (py 4 und 5) die 
Gerinnung. Dabei kann es sich aber nicht wie bei den Phosphatpuffern 
um eine EKigenwirkung handeln, sondern nur um den EinfluB der hohen 
Wasserstoffionenkonzentration selbst, bei der z. B. das Fibrinogen als 
Kation voéllig in Lésung gehalten werden kénnte (11); denn bei den 
schwacheren Wasserstoffionenkonzentrationen (oberhalb py 5) geben 
sowohl die konzentrierten ,,Stamml6sungen** des Acetat-Veronal- 
gemisches als auch deren Verdiinnungen immer den ,,Wasserwert™. Bei 
Benutzung der Acetat-Veronal- 
pufferlésungen war auBerdem 
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mehr auch darauf Riicksicht zu 
nehmen, daB die verwendete Lésung infolge der auf dem Biirkerschen 
Objekttrager erfolgenden Vermischung durch das Blut bzw. Plasma 
verdiinnt wurde, d. h. da die Kupferkonzentration entsprechend der 
Verdiinnung mit der fliissigen Phase des Blutes abnahm. Im Falle der 
Verwendung isotonischer Lésungen kam nur das Plasma als Ver- 
diinnungsfaktor in Betracht, das, wie wiederholte Hamatokritunter- 
suchungen ergaben, im Mittel zwei Drittel (65 bis 70°.) des verwendeten 
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Kaninchenblutes ausmachte, so dab die in 0,03 cem auf den Objekt- 
triger gebrachte Kupferlésung auf etwa 0,05cem, das ist auf das 
1,7fache, verdiinnt wurde. Bei simtlichen im folgenden beschriebenen 
Versuchen ist bei der Angabe der Konzentrationen der verwendeten 
Lésungen dieser Verdiinnungsfaktor nicht beriicksichtigt. sondern 
immer die des Tropfens genannt. Von Kupferverbindungen wurden 
Kupfersulfat und Kupferchlorid untersucht. Unsere ,,Stammlésungen 
waren auf 1 mg Cu pro cem eingestellt und demnach etwa 0,016 mol. 
Da die genannten Kupfersalze in wasseriger Lésung sauer reagieren, 
untersuchten wir sie, wenn auch das Serum eine gewisse Pufferungs- 
kapazitat besitzt, sowohl ohne als auch mit dem oben erwahnten Acetat- 
Veronalpuffer. Wahrend Kupfersulfat in Acetat-Veronalpuffer py 7 
gelést vollkommen klar blieb, zeigte Kupferchlorid eine leichte Triibung. 
Die gerinnungshemmende Wirkung der Kupfersalze ist aus Tabelle | 
zu ersehen, in welcher die Mittelwerte der Untersuchungen an an- 
organischen Metallsalzen zusammengefaBt sind. Die Gerinnung ist 
beim Kupferchlorid bis zur Verdiinnung der Stammldésung auf die Halfte 
vollig gehemmt und zwar gleichgiltig, ob nur in wasseriger oder ge- 
pufferter Lésung untersucht wird; die Verdiinnung auf ein Drittel zeigt 
Gerinnungshemmung um | Minute: bei Verdiinnung auf ein Funftel 
ist der Kupferzusatz bereits ohne EinfluB auf die Gerinnungszeit. 
Ahnlich liegen die Verhaltnisse bei Kupfersulfat, das bei % ,-Ver- 
dinnung totale Gerinnungshemmung zeigt und bei Verdiinnung auf 
ein Drittel den Wasserwert gibt. 


Die Gerinnung im Birkerschen Apparat wird durch 0,05°, Cu 
im Tropfen noch véllig gehemmt. Beriicksichtigt man die durch die 
Vermischung mit dem Blute herbeigefiihrte Verdiinnung auf das etwa 
1,7fache und vergleicht damit die eingangs erwihnte Angabe, dab die 


Gerinnung von einer Cu-Konzentration von 0,025°, aufwarts auf- 
= 0 
gehoben wird, so erweist sich nach beiden Methoden, wenn man die 
jeweilige Verdiinnung des zugesetzten Kupfers durch die fliissige Phase 


des Blutes berechnet, die gleiche Kupferkonzentration als wirksam, die 


: : 0.05 : 
im Biirkerschen Apparat —7 etwa 0,03°, Cu, bei den eingangs 
@é 
» 


erwihnten Versuchen 0,025: — = etwa 0,036°, Cu betrigt: es tritt 


somit in beiden Fallen bei einer etwa 0,005 mol. Kupferlésung vollige 
Gerinnungshemmung auf. 


Diese beobachtete Gerinnungshemmung muB ausschlieBlich dem 
Kupfergehalt der verwendeten Lésungen zugeschrieben werden, da 
die bei den Kupferverbindungen beobachtete Wirkung in denselben 
Konzentrationsbereich fallt. da ferner die Anionen, wie uns Kontroll- 







































. ; 7 “a : a ot WE 0BSU —-6E'0 OCHS NOVA OT 
” & v2 g g 2 g pA IS °o FIO 920 : . ee Cl 
; 7 on & : : : en (S200 | MG FO CS oe ee eS or ae } ial 
- ; : o% oe MM 0% oun law %m0'0/ oO | o8ne*ostu | st 
: ae ; - be i aie | 31 i Se. eee kk 
* ; e en oe Onn | UI % 60° ee | 
ole jamie aL at | ak! oe | 00 %60'0 | s'o | tt tt ofmetioo| oF 
E 8 re a | z 4 die 1 aN Gene | we 166 tt oe SS eee et 
. € | @ 8 | gt] gt at) o8H wet %60'0 ett |° °° + OtHF’OS*CHN)'*Cos)ifed | 8 
= g g ) at; St) ot; Qt} O*f nA %60'0 90 |” (4IBS SeuPs“yoW) OHO TOS7VHN) 'OS ned | L 
7 mh ee a et et 
Z - : é ; 4 aI ot on mae Wet tO See SS Se 
€ t a ry . . po az %or'o | 9F'0 te er a ee y 
: o“ = a ove | 89 %OT0 G8 2 2 tS Sees tS > ee ee 
ye Fb EL Hel ar ole PPMNOAES | OP ct Pe ee ees 
ssa ga ie ef Bly od ur Uy UW9H Jo UEP 5 ’ 
SOLID FuNpurqsoal[wiay “IN 
3 jane FuNUUN PIA 19q “UTX UL Yezsdunuaiwapy Zunsgjuwns 
*p Hd *lOSIULAD/RUOLO A - TROY “AV f(4RfouT OT OO BMS Bunsoyuturezg) UIDUNSO[Z[BS[[BIIP 


eyUueTBAINbeR Younp (UeNUI, g JoMIOsSBAA) -) GZ loqG FuNUULIeAYN[_ sop Funssupyuroog *] aT[eqRy 





A\ 


o DA 


7 
<a 


7.44 ~/ 


U,0od 


) 


BaCl, .2 Hg 


16 








Uber Blutgerinnungshemmung durch Metalle in vitro. 193 


versuche ihrer Natriumsalze lehrten, an sich in den hier in Betracht 
kommenden Konzentrationen keine Eigenwirkung haben und = die 
Metallwirkung nur in ganz geringem Ausmak modifizieren (Gerinnungs- 
aufhebung durch Kupferchlorid bei ' ,-, durch Kupfersulfat bei * ,-Ver- 
diinnung der ,,Stammlésung’’), und da schlieBlich die Versuche mit 
und ohne Acetat-Veronalpuffer die gleichen Ergebnisse lieferten. Um 
zu entscheiden, ob diese durch Kupfer bewirkte Gerinnungshemmung 
fiir dieses spezifisch oder eine allgemeine Metallwirkung sei, unter- 
suchten wir ferner 


die Beeinflussung der Gerinnung durch andere anorganische Metallsalze. 


Schon a priori war nicht anzunehmen, daB alle Metalle die beim 
Kupfer beobachtete Gerinnungshemmung in den diesem aquivalenten 
Lésungen zeigen wiirden, da einerseits schon seit Hammarstens (14) 
.,Untersuchungen iiber Faserstoffgerinnung’’ bekannt ist, daB Calcium- 
zusatz die Gerinnung férdert, und andererseits einwertige Metalle in 
viel héheren Konzentrationen, z. B. NaCl 0,9°, = etwa 0,15 mol. 
(gegeniiber 0,005 mol. CuCl,) den GerinnungsprozeB  unbeeinflubt 
lassen. Wir untersuchten deshalb vor allem gleich dem Kupfer zwei- 
wertige Metalle, und zwar zuerst die ihm verwandten Elemente Zink 
und Cadmium. Wie aus Tabelle I zu ersehen ist, zeigen die Salze 
dieser Metalle, die in Aquivalenten Konzentrationen sowohl mit als 
auch ohne Acetat-Veronalpuffer vom py 7 untersucht wurden, eine 
ganz ahnliche Stellung beziiglich der Gerinnungshemmung wie das 
Kupfer, ja die Zinklésungen hemmen noch bei Verdiinnung der Stamm- 
lésung auf ein Drittel die Blutgerinnung vollstandig, nur in wasseriger 
Lésung zeigt das Zinksulfat eine dem Kupfersulfat identische Wirkungs- 
breite. Ein gleiches Ergebnis wurde auch bei den Schwermetallen Blei, 
Eisen (zwei- und dreiwertig), Nickel und Kobalt erhalten, wahrend 
Magnesium und Mangan, im Acetat-Veronalgemisch gelést, normale 
Gerinnungszeitwerte ergaben und in wiasseriger Lésung sogar eine 
leichte Gerinnungsfé1derung zeigten. Diese ist in beiden Lésungs- 
mitteln ganz deutlich beim Calcium zu bemerken, dessen bekannte 
gerinnungsférdernde Wirkung ad hoc auch fiir diese Konzentrationen 
festgestellt wurde. Bei den ihm chemisch und vielfach auch physiologisch 
nahestehenden Elementen Sr und Ba konnte eine solehe Wirkung noch 
deutlicher nachgewiesen werden. Wir zeigten dies in bei 18° ausgefiihrten 
Versuchen, bei welcher ‘'emperatur die normale Gerinnung bis zu 
5 Minuten verzégert ist. 

Die Eisensalze konnten nur in wasseriger Lésung gepriift werden, da 
sie mit Acetat-Veronalpuffer keine klare Lésung gaben bzw. nieder- 
geschlagen wurden. Ihre Doppelsalzkomponente (NH,),S8O, gab in aqui- 
valenter Lésung den Wasserwert; ebensowenig hatte das an Cl gebundene 
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NH,-lon Eigenwirkung. Bei HgCl, konnte der GerinnungsprozeB nicht 
verfolgt werden, da durch Sublimat in den hier anzuwendenden aqui- 
valenten Konzentrationen die Blutkérperchen agglutiniert wurden. Zum 
Vergleich mit dem spater besprochenen Antimonkomplex wollten wir auch 
anorganische Antimonverbindungen priifen, doch sind sie entweder wasser- 
unléslich oder nur in stark saurer Lésung stabil, und Versuche mit Tartarus 
stibiatus, einer SbO-Verbindung, die zu Gerinnungsférderung fiihrte, 
waren nicht verwertbar, da aller Brechweinstein, wie wir analytisch fest- 
stellten, Calcium enthielt. Erwahnt sei schlieBlich, da8 das Blut wahrend 
der Untersuchung mit Zink- und Calciumsalzen eine hellrote Farbe annahm 
und sich bei Gegenwart von Nickel- und Kobaltsalzen braunrot farbte, 
etwa wie bei Einwirkung von Methimoglobinbildnern, wahrend bei allen 
anderen untersuchten Substanzen der urspriingliche Farbton erhalten blieb. 

3ekanntlich findet man bei vielen physiologischen Metallwirkungen 
sowie bei Einwirkung gleichwertiger Kationen auf Kolloide die Reihen- 
folge der elektrolytischen Lésungsdrucke als maBgebendes EKinteilungs- 
prinzip (15). Nach den Lésungsdrucken (16) geordnet, wiirde sich bei 
den hier untersuchten zweiwertigen Metallen folgende Reihe ergeben: 
Ba, Sr, Ca, Mg, Mn, Zn, Fe", Cd, Co, Ni, Pb, (Fe'), Cu. Tatsichlich lassen 
sich entsprechend unseren Versuchen zwei in ihrem Verhalten antago- 
nistische Gruppen bilden, indem die Anfangsglieder der genannten Reihe, 
namlich Ba, Sr, Ca, die Gerinnung férdern und imsGegensatz dazu die 
zwischen Zn und Cu liegenden Metalle auf den GerinnungsprozeB 
hemmend wirken, wihrend Magnesium und Mangan in den hier in 
Betracht kommenden Konzentrationen die Gerinnung unbeeinfluBt 
lassen bzw. einen Ubergang zwischen diesen beiden Gruppen dar- 
stellen. Entsprechend unseren Versuchen, bei denen sich in bezug auf 
ihr verschiedenes Verhalten bei der Gerinnung zwei bzw. drei Gruppen 
zweiwertiger Metalle ergeben haben, ist es z. B. schon lange bekannt, 
daB einerseits die Erdalkalien, denen sich Mn in manchen Eigen- 
schaften anreihen laBt, stirkeren EinfluB auf die Hydrophilic als auf die 
Ladung von Kolloiden zeigen, wahrend die Metalle der Gruppe Zn 
bis Cu hauptsichlich im Sinne einer Entladung oder sogar umladend 
wirken kénnen. Doch miissen auf Grund der hier geschilderten Er- 
gebnisse erst weitere Untersuchungen dariiber AufschluB geben, in 
welcher Phase der Gerinnung und auf welches der fiir den Gerinnungs- 
vorgang bedeutsamen Substrate ihr Angriffspunkt zu verlegen ist. Nur 
soviel sei vorweggenommen, daB im Gegensatz zu dem Verhalten von 
Oxalatblut, das durch nachtraglichen Zusatz von CaCl, zur Gerinnung 
gebracht werden kann, bei dem durch Kupferzusatz fliissig erhaltenen 
Blute eine ,,Recalcifizierung’’ nicht mehr zur Koagulation  filrt. 


Die Wirkung komplex gebundener Metalle auf die Blutgerinnung. 


Es schien nicht ohne Interesse zu untersuchen, ob das Verhalten 
mehr oder weniger kompliziert komplex gebundener Metalle in bezug 
auf die Gerinnungshemmung verschieden ist von dem der ionisierte 
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Metalle in den anorganischen Salzen. Hierbei ist von vornherein zu 
bedenken, daB auch diese, da ja im Blute reichlich Méglichkeiten zur 
Bildung von Komplexen gegeben sind, schon durch das Zusammen 
treffen mit EiweiBbestandteilen des Plasmas in gewissem AusmaB 
entionisiert werden kénnen, z. B. durch Bildung von Metallalbuminaten. 
Méglicherweise lagen auch bei der Lésung der Metallsalze im Acetat- 
Veronalgemisch bereits Komplexbindungen vor. Schon von Harnack (4) 
ist die Eigenschaft des Kupfers, Komplexbindungen einzugehen, 
benutzt worden, um mit einem neutralen Praparat zu arbeiten und 
irreversible lokale Kolloidflockungen zu vermeiden. Wir priiften deshalb 
die eingangs erwahnte gerinnungshemmende Wirkung des Harnackschen 
weinsauren Kupferoxydnatrons nunmehr auch in der Biirkerschen 
Anordnung. Als Vorratslésung verwendeten wir eine Bereitung, die 
mikroelektrolytisch (12) und titrimetrisch (13) auf 1°, Cu-Gehalt 
eingestellt worden war. Daraus bereiteten wir vor jedem Versuch 
durch Verdiinnung auf das 20fache unsere ,,Stammlésung“‘, die demnach 
0,5 mg Cu pro cem enthielt und der '/,;-Stammlésung der anorganischen 
Kupfersalze entsprach. Sie zeigte totale Gerinnungshemmung; bei 
Verdiinnung auf drei Vierte) lieB sich nach 6'/, Minuten, auf die Halfte 
nach 5 Minuten, auf ein Drittel nach 4 Minuten und auf ein Fiinftel 
nach 3 Minuten ein groBes Koagulum als eindeutiges Zeichen der 
erfolgten Gerinnung abheben. Die Versuche mit und ohne Acetat- 
Veronalpuffer ergaben identische Zahlenwerte. Die Gerinnungshemmung 
durch das im Harnackschen Piaparat an Weinsaéure gebundene Kupfer 
fallt demnach in denselben Konzentrationsbereich wie bei den an- 
organischen Kupfersalzen und es zeigt sich eine Wirkungskurve wie etwa 
beim Kupfersulfat in wasseriger Lésung. Trotz dieser den anorganischen 
Kupfersalzen gleichartigen Wirkung waren wir nicht berechtigt, die 
mit dem Harnackschen Salz beobachtete Gerinnungshemmung auf 
das Kupfer allein zu beziehen, bevor wir nicht festgestellt hatten, ob 
nicht der Weinsiurekomponente als solcher eine Eigenwirkung zukomme, 
zumal, wie weiter unten gezcigt werden soll, das Harnacksche Pidparat 
nur eine lockere Komplexverbindung darstellt. Da Weinsaéure kalk- 
fallend wirkt und somit der Tartratgehalt an sich schon die Gerinnung 
hemmend beeinflussen kénnte, machten sich Vergleichs- bzw. Kontroll- 
versuche notwendig, wie sie auch bereits bei der Untersuchung der an- 
organischen Anionen ausgefiihrt wurden. Unsere Versuche zeigten, 
daB die im Harnackschen Piéparat enthaltene Weinsaéure (untersucht 
als neutrales Natriumtartrat) in den von uns angewandten Konzen- 
trationen fiir die Gerinnung vollkommen bedeutungslos ist, und ergaben 
damit, daB die beobachtete Gerinnungshemmung ausschlieBlich dem 
Kupfergehalt des Praparats zukommt. 

Nun kann es sich aber beim Harnackschen Piaéparat nur um ein 
Komplexsalz mit verhaltnismaBig schwacher Komplexbindung handeln. 
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Das geht bereits aus zwei Beobachtungen hervor, die in einer spateren 
Mitteilung tiber die Beeinflussung des Zustandes des Serumcalciums 
durch Kupfer ausfihrlich behandelt werden sollen: Setzt man eine 
geringe Menge eines anorganischen Kupfersalzes zu Rinderserum, so 
fallt an der kintropfstelle sofort EiweiB aus, doch geht dieses Piazipitat 
beim Schiitteln im iiberschiissigen Serum wicder vollig in Lésung, 
moéglicherweise durch Bildung eines Kupferalbuminats ahnlich der von 
Schwarz (17) dargestellten Kupferalbuminsiure. Das Serum zeigt 
einen griinlichen bis biéunlichgriinen Faibton, bleibt aber véllig klar 
und auch im Dunkelfeld optisch leer; ebenso andert sich seine [H’] 
nicht, wie u.a. Untersuchungen der Dialysate ergaben. Erst wenn 
von der Kupfersalzlé6sung gréBere Mengen hinzugefiigt werden, tritt 
bei einem Cu-Gehalt von 0,03 % aufwarts, also bei einer Konzentration, 
welche nahe der von uns als blutgerinnungshemmend beobachteten liegt, 
eine leichte Opaleszenz, bei weiterer Steigerung der Kupfermenge eine 
bleibende Triibung auf. Macht man denselben Versuch mit dem 
Harnackschen Salz, von dem gesagt wird, daB es keine lokalen Atz- 
witkungen hat, so zeigt sich zwar beim Hinzufiigen zu Rinderserum 
keine EiweiBfallung, doch tritt bei etwa der gleichen Kupfei konzentra- 
tion wie bei den anorganischen Kupfersalzen, wenn auch erst im Verlauf 
von '/, bis 1 Stunde bei Raumtemperatur, eine bleibende Tribung auf. 
Die zweite Tatsache, welche dafiir spricht, daB es sich beim Harnack- 
schen Praparat um keine starke Komplexbindung mit guter ,, Maskierung“ 
des Metalls handeln kann, zeigt sich bei der titrimetrischen Kupfer- 
bestimmung nach Bruhns-Kolthoff (13). Bei dieser erhalt man mit 
Harnackschem Salz genau wie mit Kupfersulfat sowohl bei direkter 
Titration als auch nach vorheriger Veraschung vollkommen identische 
Werte fiir Cu. Aus diesem Grunde wurden noch Metallkomplexe der 
Brenzcatechindisulfosiéure! untersucht, von denen angegeben wird, 
da® sie lokal und allgemein gut vertraglich und somit fiir den Kérper 
weitgehend indifferent sind, was dafiir spricht, daB die Maskierung des 
Metalls bei diesen Piaiparaten in giéBerem AusmaB gelungen ist. Die 
mit den Derivaten der Brenzcatechindisulfosdure angestellten Versuche 
sind in Tabelle Il zusammengefaBt. Als ,,Stammlésungen“ dienten 
hier wiederum diejenigen Konzentrationen, welche den gleichen Gehalt 
an Kupfer bzw. Aquivalenten anderer Metalle enthalten wie die zum 
Ausgangspunkt der Untersuchung gewo:denen anorganischen Salze. 
Zum Vergleich diente der ,,Komplexbildner* brenzcatechindisulfosaures 
Natrium selbst in der den anderen Stammlésungen entsprechenden 


1 Fiir die freundliche Uberlassung des ,.Komplexbildners“: brenz- 
catechindisulfosaures Natrium und von dessen Metallkomplexen mit Cu, 
Zn, Mn usw. méchten wir auch an dieser Stelle der I. G. Farbenindustrie 
A.-G. unseren besten Dank sagen. 
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Konzentration. Obwohl dieses schon an sich gerinnungshemmende 
Kigenschaften aufweist, indem es erst bei der Verdiinnung auf die 
Halfte den Wasserwert zeigt, erkennt man deutlich, daB damit ver- 
glichen der Kupferkomplex die Gerinnung bedeutend stairker hemmt. 
Das gleiche gilt fiir den Zinkkomplex und fiir die uns nur als fertige 
Lésung zur Verfiigung gestellte Antimonverbindung Fuadin, wahrend 
der Mangankomplex sich in wasseriger Lésung etwa so verhalt wie die 
Vergleichslésung und nur mit Acetat-Veronalpuffer véllige Gerinnungs- 
hemmung bis zur */,-Verdiinnung zeigte. Jedenfalls kann man aus 
dem groBen Unterschied der Werte fiir den Kupfer- und Zinkkomplex 
einerseits und der Manganverbindung des brenzcatechindisulfosauren 
Natrium andererseits ein den anorganischen Metallsalzen ahnliches 
Verhalten der ,,maskierten‘‘ Metalle unzweideutig erkennen. 


Im Zusammenhang mit den klaren Ergebnissen mit Kupfer und Calcium 
bei Verwendung anorganischer Salze war es nicht ohne Interesse, das 
Verhalten eines sowohl Cu als auch Ca enthaltenden Derivats der Brenz- 
catechindisulfosiure in bezug auf die Gerinnung zu untersuchen. Ein 
solches liegt im Cuprosan vor, das 6% Cu und 7,5% Ca enthalt. Wie aus 
der Tabelle Il ersichtlich ist, zeigt diese Substanz in einer Konzentration, 
die auf den hemmenden Cu-Gehalt eingestellt wurde, etwa das Verhalten 
der Kontroll6sung von brenzcatechindisulfosaurem Natrium. Es hat 
demnach den Anschein, als ob durch die Kombination mit Calcium die 
gerinnungshemmende Wirkung des Cu, wie sie im Kupferkomplex deutlich 
zum Ausdruck kommt, verdeckt bzw. paralysiert wurde. Man konnte also 
erwarten, da ein Calciumkomplexsalz die Gerinnung férdert, wie dies 
auch schon fiir CaCl, festgestellt worden war. Das komplexe Ca-Salz der 
Brenzcatechindisulfosiure zeigte jedoch ebenfalls deutliche Gerinnungs- 
hemmung (Tabelle II). Das Salz stand uns als Selvadin zur Verfiigung, 
einer 9%igen Lésung des calciumbrenzcatechindisulfosauren Ca-Na mit 
einem Gehalt von 10% Ca und einem fiir die Gerinnung bedeutungslosen 
Zusatz von 1% Glucose. Bevor jedoch weitere Vergleichsversuche mit 
diesem und anderen Ca-haltigen Praparaten vorliegen, welche besonders 
die Art der jeweiligen Komplexbindung und das Verhalten der betreffenden 
Substanzen beim Zusammenkommen mit Blutbestandteilen zu_beriick- 
sichtigen hatten, ware es verfriiht, aus dem iiber dem Ca-Komplex vor- 
liegenden Befund allein allgemeine SchluBfolgerungen zu ziehen. Bei den 
iibrigen Metallen hat sich zwar kein prinzipieller Unterschied zwischen 
Metallsalzen und Metallkomplexen in bezug auf das AusmaB und die 
Richtung der Gerinnungsbeeinflussung ergeben; doch ist zu erwarten (18), 
daB sich bei Verwendung von Metallkomplexen mit verschieden starker 
Maskierung des Metalls flieBende Ubergainge von eigentlichen ,,Metall- 
wirkungen‘*: bis zu ,,Eigenwirkungen‘* besonders fester Komplexe zeigen 
werden, wobei letztere iiberhaupt keine ,,Metallwirkungen‘‘ mehr erkennen 
lassen miiBten. Man kann sich z. B. vorstellen, daB je nach der Art des 
Komplexes und der mit ihm reagierenden Substrate sich in dem einen 
Falle die Reaktionen innerhalb des Komplexes abspielen kénnen, wahrend 
es sich in einem anderen Falle um eine Austauschbindung (19) oder Aus- 
tauschadsorption (20) handeln kénnte, wobei die Metalle intermediir auch 
als Ionen auftreten kénnten. Im Falle einer ,,Eigenwirkung‘* des Kom- 
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plexes kénnte dieser schlieBlich auch als Ganzes mit dem Substrat reagieren, 
ohne daB das Metall seine Stellung im Komplex andert. Hierzu analog, 
wenn auch auf einem ganz anderen Gebiet, sind Versuchsergebnisse tiber die 
Beeinflussung der Blutgerinnung in vitro durch Metallkolloide, tiber die 
wir im Zusammenhang mit Untersuchungen an Farbstoffen berichten 
werden: Wahrend Kupfersalze und Komplexe in den angegebenen Kon- 
zentrationen die Blutgerinnung hemmen, zeigt dieselbe Kupferkonzentration 
in kolloidaler Form (und ahnlich auch andere negative Metallkolloide) eine 
serinnungsfé6rderung und positive Kolloide kénnen den Gerinnungseintritt 
verzogern. 


Vergleich der Metalle mit anderen gerinnungshemmenden Substanzen. 
Die Konzentrationen, bei welchen die Metalle die Blutgerinnung 


volikkommen zu hemmen imstande sind, beginnen bei etwa 0,003 mol. 
und sind demnach viel geringer als die aller bisher bekannten chemisch 
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Abb. 2. 
NaF, —— Na-oxal., -—--—-—- Nacitr., 
-~~---— Na tart., -—---—---- weins. Kupferoxyd-Na (nach Harnack). 


Temperatur 25°C, Wasserwert 3 Minuten. 


definierten Substanzen, selbst der zur Gruppe der sogenannten kalkfallen- 
den Mittel gehérigen (z. B. Na-Oxalat 0,2°, = 0,015 mol.). Deshalb 
schien es, um die Stellung der Metalle innerhalb der groBen Reihe 
bekannter gerinnungshemmender Substanzen eindeutig festzulegen, 
von gewissem Interesse zu sein, die wichtigsten unter diesen zum Ver- 
gleich heranzuziehen und zu diesem Zwecke nach unserer Methodik mit 
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der Biirkerschen Anordnung zu priifen. Zudem hatte sich im Laufe 
der vorliegenden Untersuchungen die Notwendigkeit ergeben, auch 
verschiedene Anionen zur Feststellung ihrer Eigenwirkung als Alkali- 
verbindungen zu priifen. Es hatte sich zwar herausgestellt, daB sie wohl 
die Wirkung der Metalle in geringem Ausmaf modifizieren kénnen, 
daB aber ihre Natrium-, Kalium- und Ammoniumsalze, die in hyper- 
tonischen Lésungen bekanntlich die Blutgerinnung hemmen, in den in 
Betracht kommenden Konzentrationen fiir den GerinnungsprozeB ohne 


Bedeutung sind. 
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Abb. 3. 
Na citr., Na-oxal., --—--- NaF, 
- Na tart., —---— NaCl bzw. KCl, Glucose 


Temperatur 25°C, Wasserwert 3 Minuten. 


Wir verglichen deshalb zuerst die Stellung der Metalle mit der 
von Oxalat, Citrat und Fluorid einerseits und Tartrat andererseits. 
Alle diese Verbindungen wurden als neutrale Natriumsalze untersucht. 
Das Ergebnis ist der Kiirze und Ubersicht halber nicht in Tabellenform 
gegeben, sondern in Abb. 2 zusammengestellt. In dieser sind die einzelnen 
Substanzen entsprechend ihrer Fahigkeit, Calcium zu binden, ein- 

COONa 
getragen (z. B. COONa 
wurde das Harnacksche Kupfersalz in diese Abbildung eingezeichnet, 
und zwar entsprechend seinem Weinsaéuregehalt. Man erkennt aus der 


= 2 NaF = Ca usw.). Als Vertreter der Metalle 
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Abbildung die bereits friiher betonte Tatsache, daB die Weinsaure 
in den dem Kupfer entsprechenden Konzentrationen fiir den Ge- 
rinnungsprozeB véllig bedeutungslos ist. Wahrend das Kupfer bei dem 
verwendeten Mafstab ganz an die Ordinate geriickt erscheint, spielen 
fiir die Weinsaéure weit hdéhere Konzentrationen eine gerinnungs- 
hemmende Rolle, ja sie steht sogar weit auBerhalb der in einen engen 
gemeinsamen Bereich fallenden Substanzen, deren Beziehung zum 
Ca bekannt ist. Verglichen mit ihnen hemmt Natriumtartrat die 
Gerinnung erst in der vierfachen dquivalenten Konzentration, kann 
demnach eigentlich nicht mehr 


zu dieser Gruppe gerechnet as mec animal iain (aides Maia 
werden. Es nimmt, wie Abb.3 


erkennen 1laBt, eine Mittel- — ) 
stellung zwischen den soge- 
nannten kalkfallenden Mitteln 
und den hypertonischen L6- 
sungen ein. 


Bei diesen zeigten sich be- 
zuglich der gerinnungshemmen- 
den Wirkung  Unterschiede 
zwischen Salzen einerseits und 
Nichtelektrolyten andererseits, 
wie besonders’ deutlich aus 
Abb. 4 hervorgeht, in welcher 
als Abszisse die Gefrierpunkts- 
erniedrigung bzw. die osmo- 
tische Wirksamkeit (in einem 
willkiirlichen MafSstab) gewahlt 
wurde, die wir durch Himato- 
krituntersuchungen feststellten. 
Man sieht, da8 die Kurven fiir 


AA, - /, 
7eN 











A . a : Abb. 4. 
die verschiedenen Salze beinahe se ae NaCl 
identisch verlaufen und da die vesttene Reve 6@— 3408 
gerinnungshemmende Wirkung -++-+++— Rohrzucker, +—+-—+- Glucose, 
am gleichen Punkt  erreicht ~--— Glycerin. 


* . ‘a Temperatur 259°C, Wasserwert 3 Minuten. 
wird, zu dem die Kurven ebenso _— " 


steil ansteigen wie bei den 

Metallen und bei der Gruppe der kalkfallenden Substanzen, waihrend die 
Nichtelektrolyte (Rohr- und Traubenzucker) und das ahnlich den Nicht- 
elektrolyten durch Wasserentzug wirkende Glycerin bei gleichem Ausgangs- 
punkt einen zwar untereinander gleichartigen, aber weniger steilen Anstieg 
zeigen. 


Zusammenfassung. 


1. Die Schwermetalle Kupfer, Zink, Eisen, Cadmium, Kobalt, 
Nickel, Blei hemmen die Blutgerinnung in vitro in aquivalenten Kon- 
zentrationen in ungefahr gleichem AusmaB. Bei einem Gehalt des 
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Blutes an Metallsalzen in einer Konzentration von etwa 0,003 mol. 
aufwarts bleibt die Gerinnung vollstandig aus. 


2. Diese Gerinnungshemmung erfolgt in gleicher Weise bei Ver- 
wendung von anorganischen und organischen Metallsalzen; die be- 
treffenden Anionen, welche in den entsprechenden Konzentrationen 
als Natriumverbindungen fiir den GerinnungsprozeB bedeutungslos 
sind, modifizieren die Witkung der Metalle nur in sehr geringem Ausmab. 


3. Die bei Zusatz der genannten Metalle beobachtete Gerinnungs- 
hemmung tritt sowohl in ungepufferter Lésung als auch bei Verwendung 
einer wirksamen, auf py 7 eingestellten Pufferung auf, die an sich den 
GerinnungsprozeB nicht beeinfluBt. 


4. Auch die von uns untersuchten verschieden stark komplex 
gebundenen Vertreter der genannten Schwermetallgruppe wirken in 
denselben Konzentrationen wie ihre Ionenverbindungen in gleichem 
AusmaB gerinnungshemmend. 


5. Im Gegensatz zu dem Verhalten der genannten Schwermetalle 
stehen die Erdalkalien Ba, Sr, Ca, welche bereits in den jenen aqui- 
valenten Konzentrationen die Blutgerinnung in vitro férdern. 


6. Eine Mittelstellung zwischen beiden Metallgruppen nehmen 
Mg und Mn ein. 

7. Das Verhalten der Erdalkalien einerseits, die gegensitzliche 
Wirkung der Schwermetalle und die Ubergangsstellung des Mg und Mn 
andererseits, erinnert an die bekannte Beeinflussung der Hydrophilic 
bzw. der Ladung von Kolloiden durch die Vertreter der genannten 
Kationengruppen. In diesem Zusammenhang wird auf die Beziehungen 
zum elektrolytischen Lésungsdruck der Metalle hingewiesen. 


8. Die Stellung der Metalle unter den chemisch definierten ge- 
rinnungshemmenden Mitteln ist durch die niedrige Konzentration, bei 
der die Gerinnung durch keine dieser Substanzen gehemmt wird, 
charakterisiert. Nach steigenden aquimolaren Konzentrationen geordnet 
folgen auf die Metalle die sogenannten kalkfallenden Substanzen (NaF, 
Na-Citrat, Na-Oxalat), hierauf Weinséure, schlieBlich hypertonische 
Salz- und Nichtelektrolytlésungen. 

9. Durch Recalcifizierung kann die durch Metalle hervorgerufene 
Gerinnungshemmung nicht wie etwa im Falle von Oxalatblut behoben 
werden. 

10. Als Pufferlésung zur Untersuchung der Gerinnung in vitro 
wird das Phosphatgemisch abgelehnt und der Acetat-Veronalpuffer 
nach L. Michaelis empfohlen. Er ist indifferent und verbiirgt eine gute 
Mischung. 
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Die Hemmung 
der Adrenalin-Glykogenolyse an der Froschleber durch Metalle. 
Von 
H. Hiiusler und H. Sehnetz. 


(Aus dem Pharmakologischen Institut der Universitat Graz.) 


(Eingegangen am 1. November 1934.) 


Zahlreiche Untersuchungen an den _ verschiedensten lebenden 
Objekten und in gewissen Modellversuchen, besonders mit Kolloiden (1), 
haben gezeigt, daB sich die Metalle z. B. in Abhangigkeit von der Wertig- 
keit bzw. Ladung oder nach ihren elektrolytischen Lésungsdrucken 
noch in besondere Gruppen reihen lassen, deren jede wiederum einen 
bestimmten, auch physiologisch bedeutsamen Gruppencharakter tragt. 
Dazu kommt, daB Metalle bekanntlich schon in minimalsten Mengen 
im Organismus wirksam sein kénnen, ferner da gerade einzelnen 
Metallen gewisse Wirkungen auf Fermente (2) zugeschrieben werden 
und daB der Stoffwechsel im allgemeinen (3) sowie der Kohlenhydrat- 
stoffwechsel im besonderen (4) durch Metalle beeinfluBt werden kann. 
Diese bereits vorliegenden Befunde lieBen es uns wiinschenswert er- 
scheinen, Versuche mit Metallen an einem quantitativ leicht faBbaren 
Teilvorgang des Stoffwechsels zu unternehmen, wie ihn etwa_ die 
Glykogenolyse an der isolierten Froschleber darstellt. Bei diesem Objekt 
war es von Wichtigkeit, den EinfluB der Metalle sowohl auf die normale 
als auch auf eine gesteigerte Glykogenolyse zu untersuchen. Als Mittel 
zur Férderung der Glykogenolyse wahlten wir Adrenalin, dessen Zusatz 
zur Durchspiilungsfliissigkeit bei der Kaltbliiterleber bekanntlich zu 
vermelirter Zuckerabgabe derselben durch Glykogenmobilisierung 
fiihrt (5) (6) (7). Hierbei schien uns die Frage von besonderem Interesse, 
ob die an isolierten Arterien beobachtete Hemmung der Adrenalin- 
wirkung durch Kupfer, iiber die bereits kurz berichtet wurde (8), auch 
an diesem Objekt nachweisbar ist, bei dem es sich um eine reine ,,Stoff- 
wechselwirkung’ des Adrenalins handelt. Wir haben deshalb Versuche 
ausgefiihrt, in denen die Beeinflussung der nach Adrenalinzusatz zur 
Leberdurchspiilungsfliissigkeit gesteigerten Zuckerausschiittung durch 
Zusatz von Kupfer und anderen Metallsalzen gepriift wurde. 


Unsere Versuche nahmen die Zeit vom Mai bis Juli 1934 in Anspruch 
und wurden an Lebern von ungarischen und hiesigen Eskulenten ausgefiihrt, 
die teils iiberwintert hatten, teils frisch gefangen worden waren. Voll- 
kommen regelmaéBige und stets reproduzierbare Resultate erhielten wir erst 
dann, als wir uns die Erfahrung unseres Instituts (9) zunutze machten, die 
Frésche einige Tage vor dem Versuch auf Eis zu halten und Adrenalin in 
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schwachen Konzentrationen (von 1: LOQO000000 bis zu 1: 500060000) zu 
verwenden, die auch wir in zahlreichen zwischendurch angestellten Kontroll- 
versuchen vollkommen wirksam fanden. Beziiglich der Methode verweisen 
wir auf die von Geiger und Loewi (7) angegebene Anordnung, nur banden 
wir beim Grofteil der Versuche statt der Vena abdominalis die Vena portae 
ab und fiihrten dementsprechend die zum Anschlu8 an den Durchspiilungs- 
apparat dienende Kaniile in die Abdominalvene ein. Wenn die Durch- 
spilung in Gang gekommen war, lieBen wir die Durchstrémungsfliissigkeit 
durch 10 bis 20 Minuten ungesammelt abtropfen, da bekanntlich anfangs 
die Zuckerausschwemmung abnorm grof ist und erst nach dieser Zeit 
verwertbare Zahlen fiir die nachher nur allmahlich abnehmende Zucker- 
ausscheidung erreicht werden. Die Versuchsanordnung war dann derart, 
daB wir in zwei weiteren Vorperioden von je 10 Minuten Dauer Ringer- 
lésung durchflieBen lieBen, hierauf fiir- die nachsten zwei Perioden auf 
Ringerlésung, die die entsprechende Metallmenge enthielt, umschalteten 
und schlieBlich die Durchspiilung mit Adrenalinzusatz unter Beibehaltung 
der gewahliten Metallkonzentrationen fortsetzten. Der Metallzusatz anderte 
das py der Durchspiilungsfliissigkeit auch in der starksten von uns an- 
gewendeten Konzentration nicht. Unsere Ringerlésung hatte folgende 
Zusammensetzung: NaCl 0,6%, KCl 0,01%, CaCl, (wasserfrei) 0,01 %, 
NaHCO, 0,01%. Den Druck, unter dem wir durchspiilten und den wir 
wahrend des ganzen Versuchs unverandert lieBen, da Druckunterschiede 
nicht nur die DurchfluBmenge, sondern auch die Zuckerausschwemmung 
andern (7), stellten wir so ein (7 bis 10cm Wassersiule), da8 die Durch- 
fluBmenge bei Beginn des Versuchs pro 10 Minuten 20 bis 30 ccm betrug; 
da sie wahrend des einzelnen Versuchs in keinem Falle nennenswerte 
Schwankungen zeigte, wurde auf die Mitteilung der Durchstrémungs- 
groBen als belanglos verzichtet. Die abtropfende Fliissigkeit wurde durch 
je 10 Minuten gesammelt, die einzelnen Perioden mit Liqu. ferri oxydati 
dialysati enteiweiBt, die Reduktion in aliquoten Teilen des Filtrats nach 
Hagedorn-Jensen bestimmt und auf 100 g Leber umgerechnet. Vorversuche 
hatten ergeben, daB der Blindwert der Methode bei Verwendung eines 
guten Priparats des genannten EnteiweiBungsmittels nicht geaindert wird. 


Durechspiilung mit Zusatz von Kupfersalzen. 


Die ersten Versuche wurden mit dem Harnackschen (10) Kupfersalz 
angestellt, das wegen seiner komplexen Bindung und neutralen Reaktion 
dem Eiwei8 gegeniiber méglichst indifferent sein soll und nicht lokal 
itzend wirkt. Die mit diesem Kupferpraparat ausgefiihrten Unter- 
suchungen sind in Tabelle 1 zusammengefabt, welche alle naheren 
Daten enthalt. Schon beim Versuch 1, in welchem wir eine Konzentra- 
tion von Cu 1: 10000000 anwandten und mit einer im Parallelversuch 
witksam befundenen Adrenalinkonzentration von 1 : 500000000 nicht 
nur keine Steigerung, sondern gegeniiber den Metallperioden eine 
fortschreitende Verminderung der Zuckerausschwemmung von zu- 
sammen 19% beobachteten, erkannten wir, daB es sich bei dieser 
Wirkung um Kupferkonzentrationen handeln miisse, die man _bisher 
als ,,oligodynamisch“‘ zu bezeichnen pflegte. Da sich aber die bei 
diesem Versuch benutzte Leber bald nach EKinsetzen der Metallperioden 
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leicht griinlich verfarbt hatte und die Metalldurchspiilung an sich die 
Zuckerabgabe steigerte, namlich von 26 mg der Vorperioden auf 85 mg, 
also zusammen um + 227%, gingen wir von dieser ,,toxischen“ Kupfer- 
dosis sogleich zu gréBeren Verdiinnungen iiber, von denen, sollte dem 
Versuch 1 eine Bedeutung beizumessen sein, zu fordern war, daB sie 
an sich die Zuckerausschiittung, die nach den Erfahrungen von Geiger 
und Loewi (7) nur ganz allmahlich abnimmt, unbeeinfluBt lassen muBte. 
DaB dem tatsachlich so ist, zeigt Tabelle I, in der die Versuche nach 
steigenden Kupferkonzentrationen geordnet sind, ganz eindeutig: 
Kupferkonzentrationen von 1: 100 Milliarden bis 1: 1 Milliarde lassen 
die Zuckerausscheidung unverandert, gerade als ob die Durchspiilung 
mit Ringerlésung tiber die Vorperiode hinaus fortgesetzt worden ware ; 
nach Umschaltung auf Adrenalin kommt es zu einer Zunahme der 
Zuckerausscheidung, die in den sieben hierher gehérigen Versuchen 
bei Anwendung von Adrenalin. hydrochl. in Verdiinnungen von 
1: 500 Millionen bis 1: 250 Millionen im Mittel + 187° betrugen. 
Demgegeniiber belauft sich die Adrenalinwirkung in den folgenden 
zehn Versuchen, in denen die Adrenalinkonzentration bis auf 
1: 100 Millionen gesteigert wurde, im Mittel auf — 3%, d.h. trotz 
Umstellung auf Adrenalin steigerte sich die Zuckerausscheidung nicht, 
Adrenalin war unwitksam geworden. Versuche, bei welchen vice versa 
nach den Vorperioden zuerst Adrenalin 1 : 250Millionen gegeben und 
hierauf Cu 1: 100Millionen nachgeschickt wurde, zeigten ein sogleich 
mit der Kupferung beginnendes Zuriickgehen der durch Adrenalin 
gesteigerten Zuckerabgabe, fiir welche folgende Werte in mg Glucose 
pro 100 g Leber als charakteristisch genannt seien: 

Versuch 11. Ringerperioden zu je 10 Minuten: 23,25; Adrenalin- 
perioden zu je 10 Minuten: 54,52; Kupferperioden zu je 10 Minuten: 43,41 
und entsprechend fiir 

Versuch 12: 35,35; 100,114; 70,47. 

Wir sind mit den Kupferzusaétzen bis zu den Verdiinnungen 1: 100 
und 1:10 Milliarden gegangen, um in Parallelversuchen mit Adrenalin 
1: 500 Millionen festzustellen, ob Vorbehandlung mit Kupferlésungen in 
irgendeiner bestimmten Konzentration die Adrenalinwirkung iiber das 
AusmaBS der bei den nicht gekupferten Lebern beobachteten Zucker- 
ausschiittung zu steigern vermag. Dies geschah hauptsachlich im Hinblick 
auf die Beobachtung von Handovsky (4), da& — abgesehen von der Steigerung 
anderer Adrenalinwirkungen an mit Cu behandelten Tieren — subcutan 
verabreichtes Adrenalin nach Kupferfiitterung in viel geringeren Dosen 
zu Hyperglykamie fiihrt als bei nicht vorbehandelten Kaninchen, sowie 
daB die intravenése Injektion nicht toxischer Kupferdosen linger an- 
haltende Hyperglykamie hervorruft, zu deren Erklarung man wohl an eine 
mindestens teilweise Beteiligung der Leber denken muS8. Wir konnten 
mit unserer Versuchsanordnung keine Unterschiede in diesem Sinne finden. 
Dagegen trat, wie erwaihnt, bei Durchspiilung mit Kupfer allein in den 
hohen Dosen von etwa 1: 10000000 Cu, welche aber auch keine nach- 
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tragliche Adrenalinwirkung zustande kommen lassen, in einzelnen Ver- 
suchen (Nr. 6, 1, 20) vermehrte Zuckerausschiittung auf. Ob diese mit der 
von Handovsky beobachteten Hyperglykamie in ursichlichem Zusammen- 
hang steht, vermégen wir mangels entsprechender Zahlenangaben in der 
zitierten Mitteilung ohne weiteres nicht zu entscheiden. 

Wenn es auch unwahrscheinlich schien, daB die mit der Harnack- 
schen Kupferverbindung gewonnenen Ergebnisse in Anbetracht der 
noch so stark wiksamen hohen Veidiinnungen nicht dem Kupfer allein 
gutzuschreiben sind, sahen wir uns doch, um die Eigenwirkung des 
Kupfers iiber alle Zweifel zu erheben, gezwungen, unsere Versuche mit 
einer einfacheren Kupferverbindung zu wicderholen, und das um so 
mehr, als in den erwahnten Versuchen Handovskys sich manche Kupfer- 
verbindungen als véllig witkungslos erwiesen hatten. Wir wahlten 
dazu Kupfersulfat, das wir — anders als in der vorl.ergehenden Arbeit 
iiber die Beeinflussung der Blutgerinnung — wegen der in der vor- 
liegenden Arbeit angewandten nicderen Konzentrationen unserer 
Durchstrémungsflissigkeit ohne weitere Pufferung zusetzen konnten, 
wie die Priifung der unveranderten [H'] ergab. Diese Versuche sind in 
Tabelle II wicdergegeben: Die durch Kupfervorbehandlung erzielte 
Hemmung bzw. Aufhcbung der Adrenalinglykogenolyse ist auch hier 
ohne weiteres ersichtlich, tritt aber erst bei einer Konzentration von 
Cu 1:10 Millionen an deutlich in Erscheinung. 


Durchspiilung mit Zusatz von anderen Metallsalzen. 


Es erschien uns wichtig, auBer dem Kupfer auch andere Metalle 
in den Bereich dieser Untersuchung zu ziehen, vor allem um festzustellen, 
ob die fiir das Kupfer nachgewiesene Hemmung der Adrenalinglyko- 
genolyse fiir dieses allein spezifisch oder einer ihm naher stehenden 
Gruppe von ,Atomanologen“’ gemeinsam sei oder schlieBlich, ob es 
sich etwa wie bei der in der vorhergel.enden Arbeit untersuchten 
Hemmung der Blutgerinnung in vitro um eine den Erdalkalien gegen- 
sitzliche Zustandsinderung durch Schwermetalle tiberhaupt handle. 
Die beziiglichen Versuche sind in den Tabellen IIIT und IV zusammen- 
gefaBt, und zwar enthilt die erstere das im gleichen Sinne wie das Kupfer 
als wirksam befundene Cadmium und Zink und 'labelle IV die tbrigen 
Metalle. Die in diesen Tabellen angegebenen Konzentrationen wuiden 
entsprechend den Kupferversuchen gewahlt und sind, damit ein dirc kter 
Vergleich mit den in den Tabellen I und II ange gebenen Zahlen méglich 
ist, in Millimol Metallsalz pro Liter vermerkt. Man sieht, daB Cadmium 
ebenso wie Kupfersulfat bei etwa 16-° die Adrenalinwirkung auf die 
Glykogenolyse aufhebt, die bei schwacheren Konzentrationen deutlich 
erkennbar ist. Beim Zinksulfat wurde die absolut hemmende Wi kung 
erst bei etwa 10-* Millimol pro Liter beobachtet, wobei das Metall in 
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dieser Konzentration an 
sich ebensowenig wie Cad- 
mium in den untersuchten 
Verdiinnungeneine Eigen- 
wil kung auf die Zuckerab- 
gabe der Leber aufwies. 
Im Gegensatz zu fast allen 
anderen, besonders auch 
daraufhin untersuchten 
Metallen zeigte sich beim 
Zink im Bereich von 10-® 
bis 10-4 eine Zone, inner- 
halb derer schon wihrend 
der Metallperioden eine 
gesteigerte Zuckeraus- 
schittung mit nach- 
folgender Adrenalinhem- 
mung auftrat, ahnlich 
etwa, wie sie einige Male 
nur beim Harnackschen 
Kupfersalz um 10~-* Milli- 
mol pro Liter festgestellt 
wurde. Ferner zeigte das 
Zink nicht nur oberhalb 
(wie das Harnacksche 
Kupfersalz), sondern auch 
unterhalb dieser Konzen- 
trationsbreite das _,,nor- 
male“ Verhalten gegen- 
iiber Adrenalin wie bei 
metallfreier Durchspiilung 
underst beietwa 10-? Milli- 
mol pro Liter die Adre- 
nalinhemmung ohne Be- 
einflussung der Zucker- 
abgabe durch das Metall 
allein. 
AuBer dem Kupfer, 
Cadmium und Zink zeigte 
keines der ubrigen unter- 
suchten Metalle, die simt- 
lich nur bis 10-? Milli- 
mol pro Liter gepriift 
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wurden, da hédhere Konzentrationen uninteressant schienen, eine 
Hemmung der Adrenalinglykogenolyse, wie aus Tabelle IV deutlich 
zu ersehen ist. Mangan, Nickel, Kobalt und Blei zeigten auch sonst 
keine Besonderheiten, Quecksilber bei 10-* eine schon beim Kupfer 
und Zink besprochene Eigenwirkung im Sinne steigernder Zucker- 
abgabe; doch ist im Gegensatz zu den letzteren das nachfolgende 
Adrenalin nicht unwirksam. Von groBem Interesse war uns dagegen 
die beim dreiwertigen Eisen um etwa 10-4 Millimol pro Liter beob- 
achtete, weder in den Kontrollversuchen noch, obgleich wir ja u. a. 
besonders beim Kupfer, wie erwahnt, wegen der von Handovsky (4) 
beobachteten Hyperglykamie darauf geachtet hatten, bei anderen 
Metallen in gleicher Weise auffindbare enorme Steigerung der Zucker- 
ausschiittung durch Adrenalin, die bis aufs Acht- und Neunfache der 
vorhergehenden Perioden anstieg (siehe Versuch 71 und 72) und im 
Hinblick auf die Bedeutung des Eisens fiir die Katalyse einer ein- 
gehenden Untersuchung wert scheint. 

Keines der genannten Metalle hatte auf die Zerstérung des Adrena- 
lins in vitro einen erkennbaren EinfluB. Versuche dariiber, ob ihnen fiir 
den Adrenalinabbau in vivo — gerade die Leber gilt als das wichtigste 
Organ in dieser Beziehung — eine Bedeutung zukommt, sind im Gange. 


Untersuchungen an Metallkolloiden. 


Im Zusammenhang mit unseren bisherigen Befunden, wonach 
abgesehen von Einzelheiten — von allen untersuchten Metallen auBer 
dem Zink und Cadmium nur das Kupfer in so starker Verdiinnung 
wie 1: 100 Millionen Cu die Adrenalinwirkung auf die Leber voll- 
kommen aufzuheben imstande ist, schien uns die Arbeit von Jancso (11) 
von sehr groBem Interesse, der auf der Suche nach einer pharmakologi- 
schen Beeinflussung des Retikuloendothels unter den zahlreichen 
speicherungsfahigen Kolloiden nur mit elektrokolloidalem Kupfer 
eine Funktionslihmung und Ausschaltung der Speicherzellen, darunter 
des gesamten Kupferzellsystems der Leber, erzielen konnte; wihrend 
bei Verwendung’ tausendfacher Mengen anderer Kolloide die 
Speicherungsfahigkeit der Sternzellen nicht gehemmt wird, geniigen 
bei einer Maus bereits 0,015 mg elektrokolloidalen Kupfers, um sie 
vollkommen aufzuheben, wobei aber die Leberfunktion trotz Zerstérung 
des gesamten Kupferzellsystems erhalten bleibt und die Tiere iiberleben. 
Da es sich hierbei um Dosen handelt, die in den Bereich der von uns 
verwendeten wirksamen Verdiinnungen fallen, erschien es uns im 
Gegensatz zu der in der vorausgehenden Arbeit erwahnten Beobachtung, 
daB kolloidales Kupfer anders als Kupferverbindungen nicht gerinnungs- 
hemmend in vitro wirkt, sehr wohl méglich, dab im Falle der Leber- 
durchspilung, wo es sich ja, verglichen mit dem Gerinnungsproze} 
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um langere Versuchszeiten handelt, auch Kupfer in kolloidaler Form 
die Adrenalinwirkung auf die Glykogenolyse hemmen konne. Dies ist 
zumal deshalb naheliegend, weil die Speicherung als solche durch 
Adsorption rasch erfolgen kann. Die Priifung dieser Frage erschien 
uns dann besonders wichtig, wenn es sich herausstellen sollte, dab 
analog den Untersuchungen von Jancsé andere, darunter auch Metall- 
kolloide, deren Speicherungsfihigkeit bei gleichzeitiger Ungiftigkeit 
bekannt ist, diese Adrenalinhemmung nicht zeigen wirden. 

Diese Untersuchungen sind in Tabelle V zusammengestellt, von der 
zuerst die Versuche mit Tusche besprochen seien, da diese nicht nur seit 
langem fiir Blockade- und Speicherungszwecke im _ retikuloendothelialen 
System verwendet, sondern vor allem fiir indifferent und ungiftig an- 
gesehen wird. DaBQ’ aber gewéhnliche Tusche oft schwere Vergiftungs- 
bilder hervorrufen kann und nicht immer als indifferent zu betrachten ist, 
geht aus Untersuchungen von Pfeiffer (12), Standenath (13) u.a. hervor. 
Wir verwendeten deshalb das nach besonderen Angaben H. Pfeiffers von 
der Firma Dr. Griibler & Co., Leipzig, Liebigstr. 1, hergestellte Praparat, 
das wir unserer Durchspiilungsfliissigkeit in Mengen von 0,5 bzw. 1,0 cem 
auf 200cem Ringer zusetzten. Sogleich nach Beginn der Durchspiilung 
waren die Lebern dunkel gefarbt und mit Tusche impragniert. Wie Tabelle V 
zeigt, ist die Adrenalinwirkung auf die Glykogenolyse sehr deutlich. Das 
gleiche gilt von den zum Vergleich mit dem Kupfer herangezogenen Metall- 
kolloiden. Zunéchst seien die Versuche mit dem fiir Speicherungsversuche 
oft verwendeten Eisenzucker (Ferrum oxydatum saccharatum) besprochen, 
welche ebenfalls eine deutliche Adrenalinwirkung erkennen lassen, die 
bei 10~% Millimol pro Liter sogar das Siebenfache des Ausgangswertes zeigt, 
also zu einer Zunahme fiihrt, wie sie sonst nur noch beim anorganischen 
Eisen erreicht wurde. Ferner wurden Goldkolloide zum Vergleich unter- 
sucht, und zwar ein alteres Priparat von ,,elektrokolloidalem Gold** (von 
Heyden) das uns in fertiger Lésung vorlag und nach Angabe der Firma 
etwa 0,03°, Au enthielt, und das uns freundlicherweise zur Verfiigung 
gestellte, 50% Au enthaltende Collaurin. Beide Goldkolloide, in be- 
sonderem Mage das Collaurin, zeigen gleich der Tusche und dem Eisen- 
kolloid’deutliche Steigerung der Zuckerabgabe der Leber nach Umschaltung 
auf Adrenalin. Vergleichen wir nun demgegeniiber die Verhialtnisse bei 
Verwendung von Kupferkolloiden, die uns in Praparaten der genannten 
Firma als 0,06 %ige ,,elektrokolloidale Kupferlésung** und in fester Form 
als ,,Kolloidales Kupfer‘: vorlagen, so sehen wir zwar in einer Verdiinnung 
von 10-° Millimol pro Liter gleichfalls noch eine deutliche Steigerung der 
Zuckerausschiittung nach Adrenalinzugabe, dagegen aber von 1074 Millimol 
pro Liter aufwiirts, d. h. in demselben Bereich wie etwa beim Harnackschen 
Kupfersalz, eine einwandfreie Hemmung der Adrenalinwirkung; die Zucker- 
ausscheidung in diesen vier Versuchen betragt im Mittel um 7°, weniger 
nach Adrenalin als in den vorangehenden Metallperioden. 


Fragen wir uns zusammenfassend nach der Bedeutung unserer 
Ergebnisse, so fallen zuerst die auBerordentlich geringen Metall- 
konzentrationen auf, durch welche bei Verwendung von Cu, Zn und Cd 
die Hemmung der normalerweise auf Adrenalin erfolgenden vermehrten 
Zuckerausschiittung bewirkt wird. Vor allem aber ist die Tatsache 
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bemerkenswert, daB die geschilderte Wirkung auf die ,,Atomanalogen* 
Kupfer, Cadmium und Zink beschrankt ist, also auf eine kleine Metall- 
gruppe, welche diese gegeniiber allen anderen untersuchten Metallen 
in ganz spezifischer Weise in hohen Verdiinnungen aufweist. Diese 
Spezifitat konnte ferner — Aahnlich wie von Jancsé auf einem ganz 
anderen Gebiet — von uns fiir eine Stoffwechselwirkung auch im 
Falle des kolloidalen Kupfers dargetan werden, wobei man sich den 
Vorgang in beiden Fallen wohl so vorzustellen hat, daB das kolloidale 
Kupfer unspezifisch gleich anderen Kolloiden adsorptiv gespeichert 
wid, aber im Gegensatz zu den indifferenten Kolloiden, einmal an die 
Zellen bzw. Strukturen herangebracht, mit Bestandteilen derselben in 
Reaktion tritt und die gleichen Erscheinungen hervorruft wie das als 
Kation oder in komplexer Bindung angebotene Kupfer. Dariiber, 
wie diese fiir das kolloidale Kupfer sekundiare, fiir ionisiertes Kupfer 
und Cadmium und Zink primare Reaktion mit Zellbestandteilen vor 
sich geht und wie man sich darnach unsere Befunde erkliren kénnte, 
kénnen, bevor einschligige Untersuchungen Aufklérung geben, nur 
Vermutungen geaiuBert werden, die notwendig nur an bereits Bekanntes 
ankniipfen kénnen. 

So hat Slowtzoff (14) in Untersuchungen an der Leber gefunden, daB8 
sich Kupfer mit Nucleinen verbindet. Da wir aber iiber deren Bedeutung 
fiir die Glykogenolyse oder fiir die Adrenalinwirkung nichts wissen, vermag 
uns diese Angabe einstweilen nicht weiterzubringen. Ahnlich steht es mit 
dem Bemiihen, unsere Beobachtungen mit den imteressanten Befunden 
von Zipf (15) in Beziehung zu bringen, der nachgewiesen hat, da mehr- 
wertige Kationen die Aufnahme basischer Stoffe hemmen; man kénnte 
sich darnach recht wohl vorstellen, daB die Base Adrenalin bei Gegenwart 
von Kupfer von ihrem Wirkungsort abgedrangt wird bzw. an ihr Substrat 
nicht heran kann, und das in unseren Versuchen nachgewiesene Ausbleiben 
ihrer Wirkung verstehen; Zipf fand aber diese Eigenschaft den von ihm 
untersuchten mehrwertigen Kationen gemeinsam und die Spezifitét unserer 
daraufhin noch nicht gepriiften Gruppe bleibt bis dahin ungeklirt. Auch 
wir fanden an einem ganz anderen Modell, namlich an der in der nach- 
folgenden Arbeit geschilderten Beeinflussung der Blutgerinnung durch 
Metalle, eine im Vergleich zu der bei der Leberglykogenolyse beobachteten 
viel weniger ausgesprochene Spezifitaét, welche wir deshalb zur Erklarung 
auch nicht heranziehen kénnen. Eine andere vorstellbare Moglichkeit 
einer Reaktion des Kupfers mit Zellbestandteilen scheint aus Modell- 
versuchen an Serum hervorzugehen, nach denen Kupfer an Eiweif ge- 
bundenes Calcium dialysabel macht (8), vielleicht auch, abnlich wie das 
fiir Calcium und Methylenblau am Kohlemodell nachgewiesen wurde (16), 
durch Austauschadsorption abdrangt; ware das auch in den Leberzellen 
der Fall, so kénnte dadurech der Angriffsort des Adrenalins so verandert 
werden, da dessen bekannte Wirkung ausbleibt. Was schlieBlich die von 
Handovsky (4) angenommene, positiv katalysatorische Wirkung des Kupfers 
auf die Glykogenolyse anlangt, so kann diese fiir die Erklarung der von 
uns beobachteten Adrenalinhemmung unseres Erachtens nicht in Betracht 
kommen, da es sich bei uns ja gerade um eine gegenteilige Wirkung handelt, 
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wohl aber méglicherweise fiir die bei bestimmten Konzentrationen auf die 
Durchspiilung mit Metall allein (z. B. Kupfer, Zink, Quecksilber) beob- 
achtete Zunahme der Zuckerabgabe. Dagegen kénnte es sich bei der nur 
beim Eisen (als Salz und Kolloid) beobachteten enormen Steigerung der 
Adrenalinwirkung um eine katalysatorische Beschleunigung derselben 
handeln. Doch erscheint eine weitere Diskussion nicht angebracht, bevor 
es nicht gelungen ist, eine der erwahnten Moéglichkeiten zur GewiBheit ru 
erhirten. 
Zusammenfassung. 

1. Die von uns untersuchten Metallsalze (Cu, Cd, Zn, Mn, Ni, Co, 
Pb, Hg, Fe", Fe'") beeinflussen bis zu der starksten von uns gepriiften 
Konzentration von 10-? Millimol pro Liter die Zuckerabgabe aus der 
Froschleber entweder gar nicht oder (Cu, Zn, Hg) nur bei bestimmten 
Konzentrationen im steigernden Sinne. 

2. Die durch Adrenalin hervorgerufene Steigerung der Glyko- 
genolyse an der Froschleber wird nur durch die Salze von Kupfer und 
Cadmium (in Konzentrationen von 1:10 Millionen Cu bzw. Cd) und 
von Zink vollstindig gehemmt; das letztere zeigt diese Hemmung auBer 
bei 1:1 Million Zn auch noch bei einer Verdiinnung von 1: 1 bis 
10 Milliarden. 

3. Die anderen Metallsalze (Mn, Ni, Co, Pb, Hg, Fe) weisen diese 
Beeinflussung der Adrenalinwirkung nicht auf, Eisen als Salz (und in 
kolloidaler Form) steigert sogar die normale Adrenalinglykogenolyse. 

4. Kupfer zeigt die beschriebene Wirkung auch als Kolloid im 
Gegensatz zu anderen Metallkolloiden oder zu Tusche. Es wird in diesem 
Zusammenhang auf die unseren Versuchen gleichartige Wirkung der 
genannten Kolloide auf einem ganz anderen Gebiet hingewiesen, namlich 
auf die Spezifitit der Beeinflussung des Retikuloendothels durch 
kolloidales Kupfer. 
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Mit 2 Abbildungen im Text. 


Die vorliegende Arbeit beschaftigt sich mit der Frage nach dem 
Verhalten von Enzymen wahrend der embryonalen Entwicklung von 
tierischen Organismen. Wir studierten das Problem an Hiihner- 
embryonen. Dabei hatten wir den Vorteil, gleichmaBiges Ausgangs- 
material verwenden und jede beliebige Entwicklungsstufe untersuchen 
zu koénnen. 

Wahrend iiber die enzymatischen Vorginge beim Keimen von 
Pflanzensamen zahlreiche Studien vorliegen, besonders von von Euler 
in Gemeinschaft mit Giinther, Blix, Hellstrém, Burstrém und von 
Kohler, sowie von Linderstrém-Lang und Holter?, ist die Literatur iiber 
diesen Gegenstand noch recht sparlich. Dahl*, Mendel und Leaven- 
worth * studierten die Pankreasfermente beim Schweineembryo. Uber 
den Enzymgehalt des Hiihnerembryos haben Herlitzka °, Shaw ®, Penning- 
ton und Robertson’, Wohlgemuth® und Koga® gearbeitet, von denen die 
drei letztgenannten auch die Esterasen beriicksichtigt haben. Neuere 
Arbeiten, die in naherer Beziehung zu unserer Frage stehen, sind leider 
in uns schwer zuganglichen Zeitschriften erschienen. So berichten 
V. Engelhardt und Vaehner™ iiber die Lipase, Katalase und Peroxydase 


1 H.v. Euler u. G. Gtinther, Zeitschr. f. physiol. Chem. 220, 69, 1933; 
H.v. Euler u. B. Blix, ebenda 105, 83, 1919; H. v. Euler, Hellstrém, Burstrém 
u. v. Kéhler, ebenda 212, 53, 1932. — * K. Linderstrém-Lang u. H. Holter, 
C. r. des Travaux du Laborat. Carlsberg 19, Nr. 4, 1931; 19, Nr. 6, 1932; 
19, Nr. 13, 1933; Zeitschr. f. physiol. Chem. 201, 9, 1931; 204, 15, 1932; 
214, 223, 1933; 215, 167, 1933; Ergebn. d. Enzymforsch. II, 734. — * Dahl, 
Zentralbl. f. Physiol. 309, 1891. 4 LL. B. Mendel u. Ch. 8. Leavenworth, 
Amer. J. of Physiol. 21, 95, 1907. 5 Herlitzka, Arch. Ital. Biol. 48, 119, 
1907. 6 J. P. Shaw, Amer. J. of Physiol. 31, 439, 1913. — 7 M. EB. Pen- 
nington u. H.C. Robertson, Jahresber. ti. Fortschr. d. Tierchem. 438. — 
8 J. Wohlgemuth, Zeitschr. f. physiol. Chem. 44, 540, 1905. — *® T. Koga, 
diese Zeitschr. 141, 430, 1923. — © V. Engelhardt u. R. Vaehner, Zeitschr. 
f. exper. Biol. 5, 335, 1927 (russisch); Ber. f. d. ges. Physiol. 48, 711. 
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im bebriiteten Hiihnerei, Remotti! tiber die Proteasen und Lipasen, 
Tateishi* iiber die Carbohydrasen und Rotini? uber die Amylase 
im Kiklar und Eigelb. Der Stoffwechsel des Hiihnerembryos ist von 
Liebermann’, Baumgdrtner®, Bywater® und in neuerer Zeit vor allem 
durch Needham? zum Gegenstand ausfihrlicher Arbeiten gemacht worden. 

Die Angaben sind aber zum groBen Teil widersprechend und zumeist 
auch ohne Zusammenhang mit den morphologischen Veranderungen 
gehalten, so daB es durchaus angebracht erschien, das Thema erneut 
in Angriff zu nehmen. 

Im einzelnen fragten wir uns, ob im unbebriiteten Ei bereits 
Fermente vorhanden sind, in welchen Teilen sie vorkommen, ob sie 
erst wihrend der Entwicklung des Keimlings auftreten und wie sie sich 
dabei qualitativ und quantitativ verhalten, oder ob lediglich Platz- 
verschiebungen vorkommen. Dies schien uns auch in bezug auf die 
Frage der Verschiedenheit von Lipase und Esterase wichtig zu sein§. 

Wir haben zunachst einige Esterasen studiert und wenige Versuche 
iiber die Spaltung von Dipeptiden angestellt. 

Die vorbereitende Untersuchung des Lipasegehaltes von Handelseiern 
beliebiger Herkunft ergab recht verschiedene Werte: in den meisten, an- 
scheinend langer abgelagerten Eiern lieBen sich iiberhaupt keine lipolytisch 
wirksamen Fermente nachweisen, in anderen fanden sie sich in sehr 
wechselnder Menge. Nun hat bereits Liebermann bei seinen Untersuchungen 
iiber den Stoffwechsel des Hiihnerembryos festgestellt, daB das Verhaltnis 
der verschiedenen chemischen Stoffe im Ei mit Herkunft und Gewicht der 
Eier sehr wechselt. Es liegt nahe, anzunehmen, da in dem sicher erheblich 
labileren Fermenthaushalt der Eier dabei noch gréBere Schwankungen 
vorkommen. Es schien uns deshalb zuerst n6étig, die Untersuchungen an 
Eiern gleicher Herkunft und gleichen Alters durchzufiihren. Wir wahlten 
frische Bruteier von der Rasse ,,WeiBe amerikanische Leghorn", die wir, 
um Fiitterungsunterschiede auszuschalten, von derselben Gefliigelfarm 
bezogen. Die Tiere hatten dort reichlich Griinflache als Auslauf, und 
Kornerfutter, Griinfutter und Magermilch als Nahrung. Das Durchschnitts- 
gewicht der Eier betrug 50,0 + 5,0g. Die Bebriitung erfolgte in einem 
automatisch regulierten Brutofen, unter gleichmaBigen Bedingungen, was 
Temperatur, Feuchtigkeit und Umwendung anlangt. 


1 EB. Remotti, Ric. Morf. 10, 1, 1930; Ber. f. d. ges. Physiol. 60, 251. 
2 Sh. Tateishi, Mitt. Med. Acad. Kioto 6, 534 (japanisch u. deutsche Zu- 


sammenfassung); Ber. f. d. ges. Physiol. 68, 456. — * O. T. Rotini, Ann. 
Labor. Ric. Ferment. Spallanzani 2, 249, 1931; Ber. f. d. ges. Physiol. 70, 
768. —4L. Liebermann, Pfliigers Arch. 43, 71, 1888. — ° J. Bawmgdrtner, 
Der AtmungsprozeB im Ei. Freiburg 1888. 5 N. W. Bywaters, J. of 


Physiol. 45, Proc. XL, 1913. 7 J. Needham, Brit. J. exp. biol. 3, 189, 
1926; 4, 114, 145, 1926; 4, 258, 1927; 5, 6, 27, 1927; Quart. j. of exp. physiol. 
18, 161, 1927; Chemical Embtyology. Cambridge, Univ. Press, 1931. 

§ Vgl. auch R. Ammon u. W. Geisler, Virchows Arch. 285, 286, 1932; 
R. Ammon u. E. Tabor, diese Zeitschr. 267, 26, 1933 und H. Kraut u. 
W.v. Pantschenko-Jurewicz, ebenda 275, 114, 1934. 
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So war die Gewahr fiir weitgehende Einheitlichkeit des Materials 
gegeben. Bei unseren Fermentbestimmungen daran erhielten wir reprodu- 
zierbare und vergleichbare Werte. 

Verschiedentlich ist darauf hingewiesen, da der Fermentgehalt der 
Extrakte aus Hiihnerembryonen und tierischen Organismen iiberhaupt 
gréBeren jahreszeitlichen Schwankungen unterworfen ist. Unsere Unter- 
suchungen erstreckten sich von Mitte Juni bis Mitte September. Innerhalb 
dieser Zeit erhielten wir bei Eiern gleichen Alters und gleicher Verarbeitung 
Werte von derselben GréBenordnung, mit nur geringen Schwankungen um 
den Mittelwert. 


Bereitung der Fermentpriiparate. 


Auf verschiedenen Wegen haben wir versucht, zu vergleichbaren 
Fermentpraparaten zu gelangen, die dabei in ihrer Wirkung geniigend 
konstant blieben. Zuerst haben wir mit Trockenpulvern aus Eigelb und 
Eiklar gearbeitet, die nach der von Wollstdtter und Waldschmidt-Leitz 
gegebenen Vorschrift durch Behandeln mit Aceton und Ather hergestellt 
waren. Wir verfuhren dabei so, daB wir das Eigelb, das vom Eiklar méglichst 
sauber und vollstandig abgetrennt worden war, in einer Reibschale unter 
standigem Riihren mit der sechsfachen Raummenge Aceton versetzten und 
die sich bildenden EiweiBgerinnsel zerrieben. Nach halbstiindigem Schiitteln 
und weiter einstiindigem Stehen wurde das abgesetzte Pulver abgenutscht, 
mit derselben Menge Aceton nochmals geschiittelt, filtriert, und weiter mit 
Aceton-Athermischung und zweimal mit der doppelten Menge Ather ent- 
sprechend behandelt. Das so erhaltene fast farblose Pulver wurde zwischen 
Filtrierpapier getrocknet. Von einem 26g schweren Dotter erhielten wir 
etwa 3,5 bis 4,0 g Pulver. 

Mit dem Eiweif wurde entsprechend verfahren. Von den Trocken- 
pulvern stellten wir Extrakte mit 87°%igem Glycerin her. 2g Pulver 
wurden dazu mit 26,0ccem Glycerin versetzt, 1 Stunde im Thermostaten 
bei 37° geschiittelt, weitere 7 Stunden zum Ausziehen stehengelassen, dann 
iiber Nacht durch ein Faltenfilter filtriert. Nochmalige Extraktion des 
Riickstandes, sowie langere Extraktion desselben Pulvers ergab, da der 
Riickstand keine, wenigstens keine nennenswerten Mengen Lipase mehr 
enthielt. 1,0 ecem Extrakt entsprach 0,077 g Pulver. 

Wir stellten ferner waBrige, ammoniakalische Ausziige aus den Trocken- 
pulvern her, indem wir 6 g Pulver mit 100,0 cem n/40 Ammoniak 2 Stunden 
im Brutschrank bei 37,0° schiittelten, 15 Minuten bei 30009 zentri- 
fugierten, das Zentrifugat mit n/10 Essigsiure gegen Lackmus neutrali- 
sierten, und nach Abschleudern des entstandenen Niederschlags das 
opaleszente Zentrifugat als soleches verwendeten, oder mit Toluol versetzt 
im Eisschrank aufbewahrten. 1,0cem Extrakt entspricht 0,05 g Pulver. 
Die Wirksamkeit der Extrakte priiften wir mit der unten naher bezeichneten 
gasvolumetrischen Methode. Dabei stellte sich heraus, da die Pulver aus 
Gelbei eine deutlich meBbare und verwertbare lipolytische Wirkung be- 
saBen, die aus dem Eiweif dagegen vollkommen unwirksam waren. Ferner 
stellten wir fest, daB die ammoniakalischen Extrakte eine etwa dreimal 
stirkere Wirkung entfalteten als die Glycerinextrakte, wenn man die 
erhaltenen Umsatze auf die gleiche Menge Trockenpulver bezog. 


Versuchsbeispiele. Vergleich der Wirkung von Trockenpulverextrakten 
bzw. Glycerinrohextrakten aus Gelbei und WeiBei. 
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Glycerinextrakt aus Eigelb. Trockenpulverextrakt. Charge 60. 
Wirkung auf Tributyrin . . . . 20,6 emm/60 Minuten 
s » Methylbutyrat . . 7,5 ,, /60 


Glycerinextrakt aus EiweiBtrockenpulver, Charge 60, zeigte keine 
meBbare Einwirkung auf die Substrate. 


Glycerinrohextrakt aus Gelbei. Charge 60. 


Wirkung auf Tributyrin. . . . 88emm CO,/60 Minuten 
a » Methylbutyrat . . 46 ,, CO,/60 
Glycerinrohextrakt aus EiweifB. Charge 60. 
Wirkung auf Tributyrin . . . . 15,0 emm CO,/60 Minuten 
Fe » Methylbutyrat . . 5,0 ,, CO,/60 ‘i 


Wirkung von Glycerinextrakten und Ammoniakextrakten aus Gelbei- 
trockenpulvern auf Tributyrin und Methylbutyrat. 


Glycerinextrakt aus Pulver 63. 1,0 cem entspricht 0,077 g Pulver. 


Wirkung auf Tributyrin . . . . 20,6 emm CO,/60 Minuten 
a »» Methylbutyrat . . 7,5 ,, CO,/60 


Ammoniakextrakt aus Pulver 63. 1,0 cem entspricht 0,055 g P. 


Wirkung auf Tributyrin. . . . 40,8 emm CO, /60 Minuten 
- »» Methylbutyrat . . 19,6 ., CO,/60 


. 


Wie man sieht, verhalten sich die Wirkungen der Extrakte, ohne 
Beriicksichtigung der Verschiedenheit der extrahierten Pulvermenge, 
wie 1:2 bzw. 1: 2,6. 

Geht man von den verschiedenen Werten aus, um den Gesamtgehalt 
des Gelbeies an Esterasen zu berechnen, so kommt man zu entsprechend 
weit auseinanderliegenden Werten. Bei Zugrundelegung des Glycerin- 
extraktes enthalt ein Dotter 45 Einheiten Tributyrinase (betr. der gewahlten 
Einheit s. spéter), bei der des Ammoniakextraktes 126 Einheiten. Die 
Bestimmung mit dem  Glycerinrohextrakt ergab einen Gehalt von 
240 Esteraseeinheiten im Gelbei. 

Bei vergleichender Untersuchung verschiedener Pulver aus gleich- 
wertigen Eiern erhielten wir zum Teil ziemlich weit auseinanderliegende 
Werte. Um diese Unterschiede aufzuklaren, haben wir gepriift, ob mit den 
bei der Acetonbehandlung von diesem aufgenommenen Lipoiden ester- 
spaltende Enzyme extrahiert worden sind. Wir stellten fest, da8 die nach 
Entfernung des Acetons durch Vakuumdestillation erhaltenen Riickstande 
auf Tributyrin und Methylbutyrat nicht einwirkten. Wir haben weiter 
untersucht, ob die Dauer der Aceton- bzw. Athereinwirkung von EinfluB 
auf die Wirksamkeit der Pulver ist. Diese Vermutung konnten wir durch 
unsere Versuche bestitigen: bei Abkiirzung des Aceton-Atherverfahrens 
erhielten wir erheblich wirksamere Pulver, wie das folgende Versuchs- 
beispiel zeigt. Aus diesem geht ferner hervor, daB die Tributyrinase erheblich 
empfindlicher gegen langer dauernde Behandlung mit Aceton und Ather 
ist als die Esterase. Wir glauben darin einen weiteren Hinweis auf eine 
tiefergehende Verschiedenheit zwischen Lipase und Esterase zu erkennen. 

Versuchsbeispiel. | Herstellung von Gelbeitrockenpulvern mit  ver- 
schiedener Verarbeitungsdauer. Charge 70. Brutzeit: 66 Stunden. 


15* 
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Pulver 73. Verarbeitet zwei Eigelb (mit Keimscheibe) = 47,1 g. 
EKinwirkungszeit des Acetons. . . . . . . . . . «135 Minuten 

“A ,» Aceton-Athergemisches . 26 a 

Pm ae: ee : , ee fe 


Verarbeitungszeit insgesamt: 3 Stunden 15 Minuten. 7,3 g Pulver 73. 


Pulver 73a. Verarbeitet ein Eigelb (mit Keimscheibe) = 22,9 g. 


Einwirkungszeit des Acetons. . . . . . . 42 Minuten 
ai ,, Aceton-Athers . . . . 18 ss 
= ee oar | Pe 


Verarbeitungszeit insgesamt: 1 Stunde 15 Minuten. 3,4g Pulver 73a. 


Vergleich der lipatischen Wirksamkeit dieser Pulver. 


Versuch 39. Glycerinextrakte aus Pulver 73 und 73a. 


Pulver 73: Wirkung auf Tributyrin . . . 9,0emm CO,/60 Minuten 
> .» Methylbutyrat . 5,0 ,, CO,/60 ce 
yi MBae 8 » Tributyrin . . . 20,0 ,, CO,/60 iy 
» » Methylbutyrat . 5,5 ,, CO,/60 ‘i 


In ihrer tributyrinspaltenden Wirksamkeit verhalten sich die beiden Pulver 
ungefahr wie | : 2, in ihrer esteratischen wie 1: 1,1. 


Da wir nun aber nicht nur die Wirksamkeit der einzelnen Pulver und 
Extrakte also die Enzymkonzentrationen —, sondern vor allem die in 
den verschiedenen Stadien in den Eiern enthaltenen Gesamtlipasemengen 
vergleichen wollten, ergaben sich fiir uns aus dem zahlenmaBig nicht er- 
faBbaren schadigenden EinfluB des Acetons und des Athers auf das Ferment 
solche Unsicherheiten in der Verwertung unserer Ergebnisse, ganz abgesehen 
von der Schwierigkeit, kleinere Extraktmengen, z. B. aus Embryonen, 
ohne wesentlichen Verlust an Enzym zu Trockenpulver zu verarbeiten, daB 
wir fiir alle weiteren Versuche folgenden Weg einschlugen: Wir haben 
,,Glycerinrohextrakte** durch Schiitteln der Eidotter bzw. des EiweiBes 
oder des Organbreies mit der doppelten Gewichtsmenge 87 %igen Glycerins 
hergestellt. Diese Extrakte hielten nach zweistiindigem Schiitteln und 
weiterem dreistiindigen Stehen im Thermostaten, im Eisschrank aufbewahrt, 
ihre enzymatische Wirkung tiber gentigend lange Zeit konstant. 

Bis zum fiinften Bebriitungstage wurden die Embryonen mit dem 
Gelbei gemeinsam verarbeitet, vom sechsten Tage ab lieBen sich Embryonen, 
Eihaute und Gelbei trennen, noch spiter, etwa vom zehnten Tage an, 
konnten Allantois und Dottersackmembran voneinander getrennt werden. 

Die Eier werden geéffnet, indem man die Schale im obersten Viertel - 
am stumpfen Ende abhebt. Dieser Teil enthalt die sog. Luftkammer 
des Eies. Nach Offnung der unter der Schale befindlichen weiBen Haut 
ist der durehscheinende Amnionsack mit dem Embryo zu sehen. Durch 
Einstich mit der Pipette wird das Fruchtwasser entnommen. Dann wird 
der Embryo samt Allantois, Amnion und Dottersack herausgehoben, dieser 
abgesetzt, und der Embryo auf einem Uhrglas von Allantois und Amnion 
befreit. Der Dottersack wird entleert, sein Inhalt wie das Eigelb der un- 
bebriiteten Eier zu Rohextrakt verarbeitet.  Allantois und Dottersack 
werden mit der doppelten Gewichtsmenge Glycerin verrieben, nach mehr- 
stiindigem Digerieren im Thermostaten, im Eisschrank aufbewahrt. Die 
8 Tage alten Embryonen wurden vor dem Versetzen mit Glycerin mit 
Sand zu einem homogenen Brei zerrieben. In noch spateren Stadien geniigte 
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das nicht mehr, da dann die Knochen schon zu fest geworden sind. 15 Tage 
alte Embryonen haben wir deshalb durch die von Latapie angegebene 
Gewebsmiihle getrieben und den erhaltenen Brei wie iiblich weiterverarbeitet. 

Versuchsbeispiel. Verarbeitung von zehn befruchteten Eiern. 10 Tage 
bebriitet. Charge 120. Die Verarbeitung ecfolgte in drei Gruppen, die 
erste vier Eier, die beiden anderen je drei. 

Charge 1201. Vier Eier. 

Vier Embryonen: 12,05 g, mit 8,0 g Sand zerrieben, dann mit 24,10 g 
Glycerin versetzt, 5 Stunden Digerieren bei 37°. 

Vier Dottersackmembranen: 9,85 g, mit 19,7 g¢ Glycerin zu einem 
homogenen Brei zerrieben. Digerieren wie oben. 

Vier Allantois: 7,28 g, mit 14,6g Glycerin verarbeitet usw. Ferner 
wurde von zwei Eiern der Dottersackinhalt, das Fruchtwasser und das 
EiweiB verarbeitet. 

Bei allen Arbeiten wurde auf Einhalten steriler Bedingungen gré®ter 
Wert gelegt. Zum Versuch wurden simtliche Extrakte mit Ringer,39) auf 
das dreifache Volumen verdiinnt und dann 20 Minuten bei 30000 zen- 
trifugiert. Das Zentrifugat wurde als Fermentlésung sofort verwendet. 


Substrate und Spaltungsmethode. 


Wir haben sowohl die hydrolysierende als auch die esterifizierende 
Wirkung unserer Extrakte gepriift. 

Als Substrate fiir unsere Spaltungsversuche benutzten wir: Tributyrin 
als Beispiel eines Triglycerids, Methylbutyrat als Beispiel eines einfachen 
Esters, und Acetylcholin, und unterscheiden entsprechend eine Tributy- 
rinase, eine Esterase im engeren Sinne und eine Cholinesterase, die das 
Acetylcholinchlorid in Cholinchlorid und Essigséure spaltet. 

Zur Dipeptidhydrolyse benutzten wir Glycylglycin, Alanylglyecin und 
Leucylglyein. 

Die estersynthetisierende Kraft unserer Extrakte priiften wir an 
Buttersaure-Butylalkohol und Olséure-Butylalkohol, beide im butyl- 
alkoholischen Milieu, ferner an Butterséure-Glycerin im Glycerinmilieu. 

Die synthetisierende Wirkung unserer Extrakte wie auch unserer 
Trockenpulver war aber, auch mit relativ groBen Pulvermengen, so gering, 
daB wir selbst nach tagelanger Versuchsdauer keine sicher verwertbaren 
Ausschlige bekamen. Wir haben in Verfolg dieser Fragen versucht, durch 
Anwendung von Adsorptionsmethoden zu reineren und konzentrierteren 
Enzymlésungen zu kommen. Doch waren die EinbuBen an Ferment bei 
diesen Operationen an den kleinen, zur Verfiigung stehenden Mengen zu 
groB. Wir haben dann weitere Versuche in dieser Richtung vor allem deshalb 
aufgegeben, weil bei diesen Operationen sich die urspriinglichen Bezugs- 
groéBen derart verwischen, daB eine Beziehung der erhaltenen Werte auf 
die Ausgangsstoffe nicht mehr méglich war. Auf den Vergleich des Enzym- 
gehalts dieser Ausgangsstoffe in den verschiedenen Stadien der Bebriitung 
kam es uns aber an. Wir haben uns deshalb auf die Messung der Hydrolysen 
beschrinkt, fiir die geniigend empfindliche Methoden zur Verfiigung stehen. 

Wir benutzten zum Nachweis der Esterasewirkung die gasvolumetrische 
Methode, die zuerst Rona und Lasnitzki' in Anlehnung an Warburgs Methode 
ausgearbeitet haben. 


1 PP, Rona u. A. Lasnitzki, diese Zeitschr. 152, 504, 1924; fiir die Cholin- 
esterase 2. Ammon, Pfliigers Arch. 238, 486, 1933. 
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Die groBen Vorteile dieser Methode, die gerade fiir unsere Arbeit sehr 
ins Gewicht fielen, waren ihre groBe Empfindlichkeit und Genauigkeit, 
und die Méglichkeit, Reihenversuche anzustellen. Demgegeniiber fallt 
der Nachteil, daB die optimalen Versuchsbedingungen nicht eingehalten 
werden kénnen, die Wéiilstdtter fiir die vergleichende Lipasenbestimmung 
angegeben hat, nicht so ins Gewicht, da ja auch bei unserer Versuchs- 
anordnung die fiir vergleichende Enzymbestimmungen wesentlichen Be- 
dingungen konstant bleiben: Die Temperatur durch entsprechende Regu- 
lierung des Wasserbades, die Substratkonzentration dadurch, da das 
Substrat stets im Uberschu8 vorhanden ist, die Wasserstoffionenkonzentra- 
tion durch die Starke des Kohlenséure-Bicarbonatpuffers, dessen Kapazitit 
auch bei starkerer Spaltung nur unwesentlich durchbrochen wird. 

Was die Apparatur anlangt, so benutzten wir fiir unsere Versuche die 
Nikolai-Trége, die es gestatten, Substrat und Ferment getrennt einzufiillen 
und zu einer beliebigen Zeit im Wasserbad zu mischen. Zum Verdiinnen der 
Substrate und der Extrakte diente stets eine mit Natriumbicarbonat an- 
gereicherte Ringerjgp)-Lésung. Der Gasraum der VersuchsgefaBe wurde 
mit einem Gemisch von 5% Kohlensiure in Stickstoff gefiillt. 

Neben der fermentativen Substratspaltung bestimmten wir die Eigen- 
hydrolyse der Substrate, die Gasentwicklung der Fermentlésungen und die 
Einwirkung durch Erhitzen inaktivierten Ferments auf die Substrate. 
Die Fermentlésungen allein zeigten ebenso wie die Versuche mit inakti- 
viertem Ferment keine Gasentwicklung. Die Eigenhydrolyse des Tri- 
butyrins ist so gering, daB sie, wie auch die des Methylbutyrats, unberiick- 
sichtigt bleiben kann. Die nicht unbetrachtliche Eigenverseifung des 
Acetylcholins wird vom Hauptversuch abgezogen. 

Als Ma8 der enzymatischen Wirkung nahmen wir die in der Stunde 
entwickelte Menge CO, in cmm. Wir ermittelten diesen Wert zunichst 
zeichnerisch. Nachdem die Spaltungskurven bei Anwendung sowohl von 
Tributyrin als auch Acetylcholin stets einen linearen Verlauf iiber mehrere 
Stunden zeigten und befriedigende Deckung der Kurven bei Versuchen 
gleicher Zusammensetzung vorhanden war, haben wir die Werte spater 
durch Rechnung ermittelt. Kontrollen ergaben eine befriedigende Uberein- 
stimmung mit den zeichnerischen Werten. Bei der Methylbutyratspaltung 
wurde’ nur der erste lineare Teil des Verlaufs verwertet und auf eine 
Versuchszeit von 60 Minuten bezogen. Die Spaltungskurven bei der Methyl- 
butyrathydrolyse biegen naémlich nach Erreichung eines bestimmten Um- 
satzes um, d.h. der Lipolysequotient andert sich wahrscheinlich infolge 
Vergiftung des Enzyms durch den entstehenden Methylalkohol. 

Versuch 50 als Beispiel eines Hauptversuchs. Wirkung des Extraktes 
von 10 Tagen bebriiteten Hiihnerembryonen auf Tributyrin und Methyl- 
butyrat. Charge 100. 

Fermentlésung: Glycerinrohextrakt von Embryonen mit dem doppelten 
Volumen Ringerigo) verdiinnt und zentrifugiert, wie oben angegeben. 

Substrate: 0,5cem Tributyrin bzw. Methylbutyrat in 37,5 ccm 
Ringergo). Endkonzentration bei Versuchsbeginn 1%. 

Volumen der Versuchsfliissigkeit Vr = 2,0cem. Versuchstemperatur 
37,52°C. Gasmischung: 5% CO, und 95% Nog. 

Ansitze: Trog 1 und 8: 1,5 cem Tributyrinlésung + 0,5 cem Ferment. 
Trog 10 und 13: 1,5 cem Methylbutyratlésung + 0,5 cem Ferment. Trog 44: 
15eem Ringerjgo,) + 0,5 cem Ferment. Trog 29: 2,0cem_ Ringer;go, 
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(Thermobarometer). Trog 6: 1,5 cem Tributyrinlésung + 0,5 cem Ferment- 
losung, durch 55 Minuten Erhitzen im kochenden Wasser inaktiviert. 
Das Ferment wurde stets in den Anhang, das Substrat in den Trog selbst 
eingefiillt. . Nachdem Temperaturausgleich eingetreten war, was meist 
10 Minuten nach dem Einsetzen ins Wasserbad der Fall war, wurden Ferment 
und Substrat durch Kippen der GefaBe gemischt und mit den Ablesungen 
begonnen. 

Abb. 1 gibt diesen Versuch wieder. Die Eigenhydrolyse der Substrate 
wurde hier nicht mehr bestimmt, da sie durch vorhergegangene Versuche 


geniigend bekannt war. 
Trog 44 und Trog 6 zeigten 627, 
p84 f on) 
80). 1 pry 






keine Gasentwicklung. Das Tag 7 
Thermobarometerschwankte 720 { 

wahrend des Versuchs um 
2,6mm Brodie um die Mittel- | 
lage. Bei rechnerischer Er- 100; 
mittlung der Stundenvolu- 
mina ergibt sich fiir Trog 1 
ein Mittel von 137 cmm, fiir 
Trog 8 ein solches’ von 
134 emm CO,/60 Minuten, 
miteinem Durchschnittswert 
von 135,5. Aus Trog 10 und 
13 entsprechend ein Durch- 
schnittswert von 20cmm. 
Der Vergleich mit den Werten 
der Zeichnung ergibt gute 
Ubereinstimmung der ver- 
schiedenen Ergebnisse. 


110 





Voraussetzung fiir dieV er- 
gleichbarkeit der Stunden- 
umsatze verschiedener Ex- Abb. 1. 
trakte ist natiirlich die Gleich- 
artigkeit der Herstellung und die Priifung unter konstanten Bedingungen. 
Diese Notwendigkeiten haben wir, wie aus den methodischen Angaben 
hervorgeht, erfiillt. 

Bei der Beziehung der gefundenen Umsatze auf die Einheit des ur- 
spriinglichen Extraktes machen wir zwei Voraussetzungen. Einmal die, 
daB8 im Sediment der verdiinnten Extrakte keine nennenswerten Enzym- 
mengen festgehalten werden, sondern dai die gesamte Enzymmenge im 
Zentrifugat gleichmaBig verteilt ist. Diese Annahme war berechtigt; denn 
wiederholte Extraktion des Sedimentes ergab keine lipolytische Wirkung 
desselben. Die andere Voraussetzung ist die einer unmittelbaren Pro- 
portionalitat zwischen Extraktkonzentration und enzymatischer Wirkung. 
Die verdiinnten Extrakte waren aber verhaltnismaBig starker wirksam als 
die nicht verdiinnten. Bei der Beziehung auf den urspriinglichen Extrakt 
unter Annahme einer unmittelbaren Proportionalitat begehen wir also einen 
Fehler. Da dieser aber in alle Berechnungen gleichmaBig eingeht, wird die Be- 
ziehung der verschiedenen Endergebnisse aufeinander davon nicht beriihrt. 

Unseren Vergleichen legen wir folgende Ma®e zugrunde: W ist der 
Wirkungsgrad, ausgedriickt in emm CO, /60 Minuten, bezogen auf 1,0 ccm 
des urspriinglichen Extraktes. W ist also ein Ausdruck fiir die Konzentration 
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des Enzyms im betreffenden Gewebe. G ist der Gesamtgehalt eines Extraktes 
bzw. Eies oder Eiteiles an Enzym, ausgedriickt in ,,Kinheiten‘‘, bezogen 
auf die Gesamtmenge des Extraktes. Von 1 Einheit Esterase sprechen wir, 
wenn in | Stunde unter den geschilderten Versuchsbedingungen 1 Mikromol 
Fettsiure abgespalten wird. 

Wir haben ferner die Methylbutyratspaltung mit der Tributyrin- 
spaltung bei den verschiedenen Extrakten verglichen, um festzustellen, 
ob die verschiedenen Esterasen sich in der Entwicklung gleich verhalten, 
oder ob Unterschiede in der Vermehrung der einzelnen Faktoren vorliegen. 
Wir nennen das Verhaltnis Methylbutyratspaltung zu Tributyrinspaltung 
m:b, wobei fiir die Spaltungen die jeweiligen GréBen von W eingesetzt 
werden. Wie schon oben erwahnt, haben wir den Enzymgehalt der Eier 
nicht auf das jeweilige Trockengewicht, sondern auf Frischgewichte be- 
zogen. Fiir unsere Fragestellung schien uns eine Beziehung auf das Trocken- 
gewicht entbehrlich. 

Wir haben den Esterasengehalt von 2'/,, 5, 6, 8, 10 und 15 Tagen be- 
briiteten Eiern untersucht. Ferner den von unbebriiteten befruchteten 
und unbefruchteten, sowie von bebriiteten unbefruchteten. Bevor wir 
unsere Ergebnisse mitteilen, sollen einige Ausfiihrungen iiber die morpho- 
logische Entwicklung in diesen verschiedenen Stadien gemacht werden. 


Entwicklungsgeschichtliches. 


Es handelt sich bei den Hiihnereiern um polardifferenzierte, dotter- 
reiche Kier, bei denen die Entwicklung des Embryos von einer umschriebenen 
Keimscheibe ausgeht. Nach 2!'/,tagiger Brutzeit ist bereits eine weitgehende 
Differenzierung innerhalb der drei Keimblatter eingetreten. Das embryonale 
BlutgefaBsystem kommt am dritten Tage mit dem Beginn der Herzpulsation 
zu einem gewissen vorlaiufigen Abschlu8. Der extraembryonal gelegene 
GefaBhof mit den Blutbildungsinseln ist fertig ausgebildet. Zu gleicher 
Zeit findet die Abfaltung des embryonalen K6érpers vom auSerembryonalen 
Bezirk der Keimblatter statt, durch die Ausbildung der Rumpf- und Darm- 
falten, wodurch es zugleich zur Bildung des Darmrohres und zur Absetzung 
des Embryos von der Dotterkugel kommt. 

Durch die Resorption des Dotters, die in den spateren Stadien der 
Sntwicklung unter Ausbildung von Zotten erfolgt, wird der Dottersack 
immer kleiner. Der Rest wird am Ende der Brutzeit durch den Darmnabel 
in den Rumpf des Hiihnchens aufgenommen. Ebenfalls am dritten Tage 
kommt es durch das Emporwachsen der Amnionfalten zur Ausbildung des 
den Embryo umgebenden Amnionsackes und der serésen Hiille, die un- 
mittelbar unter der Eimembran weiterwachsend, den im Amnionsack ein- 
geschlossenen Embryo samt Dottersack umgreift. Am fiinften Tage ist 
der Amnionsack durch die gebildete Fliissigkeit vom Embryo abgedringt. 
Im ersten Stadium der Entwicklung dient dem Embryo der Dottersack- 
kreislauf auBer fiir die Resorption des Nahrungsdotters auch als Atmungs- 
organ. Mit seiner zunehmenden Schrumpfung kann er jedoch der Atmungs- 
funktion nicht mehr geniigen, vielleicht auch, weil in den spateren Ent- 
wicklungsstadien der Sauerstoffbedarf entsprechend dem gréBeren Energie- 
umsatz ein erheblich gesteigerter sein wird. Dann tritt die Allantois an 
seine Stelle, die am vierten Bruttage durch den Bauchnabel hindurch in die 
auBerembryonale Héhle hinein zu wachsen beginnt. Sie breitet sich un- 
mittelbar unter der serésen Hiille bis zum spitzen Eipol aus. Da sie reichlich 
mit BlutgefaBen versehen ist, kann sie bei ihrer oberflichlichen Lage ihrer 
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Atmungsfunktion gut geniigen. Damit ist das embryonale System im Prinzip 
fertig und alle wesentlichen Organe sind angelegt. Am fiinften Tage ist der 
Embryo etwa 8 mm lang. Die Augen sind als dunkle, stecknadelknopfgroBe 
Scheiben erkennbar. In dem durchscheinenden Kérper sieht man das 
pulsierende Herz. Die 15 Tage alten Embryonen fiillen das Ei bereits 
ziemlich aus. Vom Dotter und EiweiB sind nur noch geringe Reste vor- 
handen. Die Haut ist mit einem Flaum bedeckt. Die Ausbildung ist im 
wesentlichen beendigt. 
Versuchsergebnisse. 
Untersuchungen an unbebriiteten Eiern. 

Zunichst war fiir uns die Frage zu kliren, ob bereits im unbebriiteten 
Ki Esterasen vorkommen, und in welchen Teilen und welcher GréBen- 
ordnung sie gegebenenfalls nachzuweisen sind. Zu dieser Frage liegen 
die erwahnten Beitrage von Wohlgemuth und Koga vor. Wohlgemuth 
untersuchte den Fermentgehalt von frischen Hiihnereiern mit auto- 
lytischen Methoden und stellte dabei im Gelbei ein proteolytisches und 
ein lipolytisches Ferment fest, das im EiweiB fehlt. Aoga, der seine 
Untersuchungen auch auf bebriitete Eier ausdehnte, benutzte zum 
Nachweis der lipatischen Wirkung die alkalimetrische Bestimmung der 
frei gewordenen Fettsiuren. Er fand im Gelbei erheblich mehr Mono- 
butyrase als im Eiweib, dagegen keine Tributyrinase, die er aber im 
KiweiB zu finden glaubte. 


Im Gegensatz zu Koga fanden wir bei EKinwirkung von Glycerin- 
rohextrakt aus dem Gelbei eines unbebriiteten Eies auf Tributyrin 
eine deutliche Spaltung. Der Wirkungsgrad W = betrug fiir die ‘Tri- 
butyrinase 83, fiir die Esterase 46. Bei Einwirkung auf Tributyrin 
wird also die doppelte Menge Butterséiure in Freiheit gesetzt, wie bei der 
auf Methylbutyrat. 

Der Gesamtgehalt des Gelbeies war 240 Einheiten Tributyrinase 
und 125 Einheiten Esterase. 

Der Gehalt des EiweiBes an Lipasen ist im Vergleich zum Eigelb 
sehr gering. Wir fanden fiir das EiweiB derselben Eier fiir die Tri- 
butyrinase W = 15, G — 24 Einheiten, fiir die Esterase W = 5, @ 

8 Einheiten. Diese Mengen bewegen sich hart an der Nachweisbar- 
keitsgrenze und sind entsprechend eher als zu hoch anzusehen. 


Untersuchungen an bebriiteten, unbefruchteten Eiern. 


Zum Vergleich haben wir den Lipasegehalt von 5 Tage bebriiteten, 
unbefruchteten Eiern bestimmt. Wir fanden im Durchschnitt fiir ein 
Gelbei 230 Einheiten Tributyrinase, W = 70, und 135 Einheiten 
Esterase, W = 43. Wir sehen also, daB die Bebriitung als solche keine 
Verainderungen bei den Esterasen verursacht. 
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Untersuchungen an bebriiteten, befruchteten Hiern. 

Bei der Bebriitung befruchteter Eier nehmen die Lipasen an Menge 
miachtig zu. Wie aus Tabelle I hervorgeht, betragt der Gehalt an 
Tributyrinase am fiinften Tage das 1'/,fache der Anfangsmenge, am 
6. fast das Doppelte, am 8. das Dreifache, am 10. das Fiinffache, am 
15. das Zwolffache. Bei der Esterase steigt der Gesamtgehalt bis zum 
15. Tage auf das Zehnfache, bei der Cholinesterase auf das Achtfache 
des Anfangswertes an. 

Wir fragten uns nun, in welchem Mabe die einzelnen Teile des 
embryonalen Systems an dieser Zunahme beteiligt sind. Wir haben 
diese Verhaltnisse in Tabelle I fiir die Tributyrinase, in Tabelle IT fiir 
die Esterase, in Tabelle [11 fiir die Cholinesterase zusammengestellt. 
Man findet dort unter W wieder den Wirkungsgrad, unter G den Gesamt- 
gehalt des betreffenden Extraktes. 

Aus Tabelle I sehen wir, da sich der Wirkungsgrad der Tri- 
butyrinase im Eigelb, d. h. ihre Konzentration, waihrend der Bebriitung 
nicht erheblich andert. Ob die groBere Wirksamkeit des Gelbeiextraktes 
nach l5tagiger Brutzeit mit der in diesem Stadium sehr schnell fort- 
schreitenden Dotterresorption zusammenhangt und eine Folge der 
Kinengung des Eigelbs, oder einer starkeren Durchsetzung desselben 
mit Ferment von seiten der Dottersackmembran ist, oder ob die tech- 
nische Schwierigkeit, den mit Zotten stark durchsetzten Dotter frei von 
solchen Gewebsteilen zu bekommen, dafiir verantwortlich zu machen 
ist, wagen wir nicht zu entscheiden. Das Gewicht des Dotters nimmt 
bis zum 10. Tage nur wenig, um etwa 5g, dann aber erheblich schneller 
ab. Am 11. Tage wiegt der Dotter im Durchschnitt nur noch 8,5 g, 
am 13. 4,0 g. Fir die Berechnung des Gesamtlipasegehalts des Kies 
spielt in diesem Stadium die geringe Dottermenge keine Rolle mehr. 

Der bei den unbebriiteten Eiern ja sehr geringe Lipasengehalt 
des EiweiBes bleibt auch in den spateren Untersuchungen von zu ver- 
nachlassigender GréBe, die sich hart an der Fehlergrenze der Methode 
bewegt. 

Der Wirkungsgrad des Embryonalextraktes, in den ersten 6 Tagen 
kaum gréBer als der des EKigelbs, nimmt mit dem starkeren Wachstum 
des Embryos in den fortgeschritteneren Stadien, in denen es zu einer 
schnellen Vergr6Berung der inneren Organe und damit wohl auch zu 
einem umfangreichen embryonalen Stoffwechsel kommt, machtig zu. 
Die im Embryo enthaltene Gesamtmenge erreicht aber erst in der zweiten 
Halfte der Brutzeit Werte, die fiir den Lipasegehalt des Eies ausschlag- 
gebend sind. 

Den gréBten Wirkungsgrad weisen die Extrakte aus Dottersack- 
membran auf. Sie erreichen den 30fachen Wert der Eigelbextrakte 
von unbebriiteten Eiern, so daB die in ihnen enthaltene Lipasenmenge, 
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trotz dem geringen Gewicht der Membran gegentiber den anderen 
Bestandteilen, zeitweilig bis zur Halfte der Gesamtmenge ausmacht. 

Der Gehalt der Allantois ist gegeniiber dem der Dottersackmembran 
als gering zu bezeichnen. Immerhin erreichen die Extrakte Wirkungs- 
grade, die das Vier bis Fiinffache der Gelbeiextrakte betragen. 

Die Priifung des Fruchtwassers ergab zuerst wechselnde Werte. 
Durch Einstich mit der Pipette gewonnenes reines Fruchtwasser hatte 
selbst in unverdiinntem Zustande eine so geringe tributyrinspaltende 
Wirkung, dab dieselbe, als innerhalb der Fehlergrenze liegend, nicht 
verwertbar ist. Die in den vorhergehenden Untersuchungen gefundenen 
Spaltungen beruhten wohl auf Verunreinigung mit Blut und Dotter. 

Das Ergebnis unserer Tributyrinaseuntersuchung befindet sich als 
Ganzes genommen in Ubereinstimmung mit den Befunden von Penning- 
ton und Robertson, welche beim Bebriiten befruchteter Kier eine starke 
Zunahme an Lipase fanden. 

Die Befunde von Koga konnten wir nicht bestatigen. Wir fanden 
im Gegenteil, daB auch die Tributyrinase ganz iiberwiegend im Eigelb 
enthalten ist, und dort, soweit man nur das Eigelb in Betracht zieht, 
wenig, aber deutlich in ihrer relativen Wirkung zunimmt. Betrachtet 
man das Geschehen in der gesamten Keimanlage, so ist die Zunahme 
eine ganz betrachtliche. 

Die Verteilung der Esterase auf die verschiedenen Teile des embryo- 
nalen Systems zeigt Tabelle II. Hier finden wir im Eigelb eine deutliche, 
wenn auch geringe Abnahme der Wirksamkeit im Laufe der Bebriitung. 
Die methylbutyratspaltende Wirkung des Eiweibes ist kaum verwertbar. 
Im Embryonalextrakt zeigt die Esterase ein ahnliches Verhalten wie 
die Tributyrinase. Auffallend ist, daB die Esterase im Dottersack- 
hautextrakt nicht die Zunahme zeigt wie die Butyrinase. Wahrend 
diese dort das 30fache der Wirkung des unbebriiteten Gelbeies erreicht, 
kommt die Esterase kaum auf das 15fache. In der Allantois liegen die 
Verhaltnisse wieder ahnlich wie bei der Tributyrinase. 


Tabelle Il]. Veranderungen der Cholinesterase. 








Brat- _—- el bei Embryo Dottersack | Allantois pom on og Vielfache der 
Charge tage as wr W a wile yr gs dea Klos Anfangsmenge 
70 | 2%.) 96 | 265 260 1x 260 
99 5 96 294 300 1 x 260 
119 6 392 25.) 162 21 + * 350 1 x 260 
50 8 1340, 270 550 2 x 260 

127 | 10 1170} 475 84 «10 
120" | 10 1050 415 138, 30 

450 445 39 10 900 3,5 x 260 
130" $15 | 294 | 600 1070 | 1290) 120 =87 | 108 | 13 1900 | 8 x 260 
130" 115 | — | — | 1120) 1590) 180 | 123) 185! 18 | 2241 f ~*~ 


* Dottersackhaut und Allantois wurden zusammen verarbeitet. 
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Tabelle II] zeigt die Zunahme der Cholinesterase. Die Wirkungen 
sind hier von Anfang an gréBer und nehmen auch im Eigelb wahrend 
der Bebriitung erheblicher zu. Besonders auffallig ist, da die Cholin- 
esterase, ganz im Gegensatz zur Tributyrinase, in der Dottersack- 
membran kaum héhere Werte erreicht als im Eigelb und in der Allantois, 
dafX§ vielmehr ihre wesentliche Zunahme auf den wachsenden Embryo 
selbst beschrankt ist. Die Cholinesterase der Extrakte ist durch Physo- 
stigmin vergiftbar, d. h. 0,01 mg in V, = 2 cem hemmt die fermentative 
Wirkung total’. Der an dem Ferment so reiche Embryonalextrakt lieB 
sich auch zum Nachweis einer enzymatischen Acetylcholinsynthese 
benutzen 2, 

Zur Frage der Verschiedenheit von Tributyrinase, Esterase und 
Cholinesterase interessierte uns, ob sie alle zur gleichen Zeit wihrend 
der Bebriitung zunehmen. Fiir Butyrase und Esterase schien uns der 
Quotient m:6 diese Verhiltnisse am besten zu verdeutlichen. Wir 
haben die Quotienten fiir die verschiedenen Bruttage und Teile in 
Tabelle [V zusammengestellt. Fiir die Cholinesterase verzichteten wir 
auf die Aufstellung des entsprechenden Quotienten, weil ihr abweichendes 
Verhalten ohne weiteres in die Augen springt. 


Tabelle IV. Verhaltnis m: b. 





Charge Bruttage Gelbei Embryo Dottersack Allantois 

60 0 L:h.6 

70 21/, i:2 

40 i 1:3,8 

110 6 1:38 1: 3,6 1:36 
190 19 1:6 1:7 1:6 Lod 
120! 10 ite 1:43 1:5,5 1:4,3 
120" 10 1:3,5 1:5 
130 15 1:45 1:2,5 1:4 1:3 


Das Verhaltnis m:6 ist beim unbebriiteten Ei und im Beginn der 
Brutzeit 1:2, bis zum 10. lage verschiebt es sich zugunsten der 'Tri- 
butyrinase, und erreicht bei einer der l0tagigen Chargen den Wert 
1:6 bis 1:7. Dann geht es wieder zuriick, um bei den 15tagigen Chargen 
Werte von 1: 2,5 bis 1:4 zu erreichen. Es fallt auf, daB diese Ver- 
schiebung in allen Teilen stattfindet, also nicht nur im Dottersack- 
extrakt oder nur im Embryonalextrakt. In bezug auf die absoluten 
GréBen der Zunahmen ist die Verschiebung natiirlich im Dottersack- 
hautextrakt am starksten. Ferner ist der Quotient bei den verschiedenen 
Teilen desselben Extraktes von ziemlich gleichem Wert, wahrend 


' Vgl. auch R. Ammon, Pfliigers Arch. 2338, 486, 1933. 2 Rk. Ammon 
u. H. Kwiatkowski, ebenda 234, 269, 1934. 
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zwischen verschiedenen EKiern gleichen Stadiums breitere Schwankungen 
vorkommen. 

Aus der Wertanderung des Quotienten im Laufe der Entwicklung 
sehen wir, daB die Zunahme der Butyrase bis zum 10. Tage etwa doppelt 
so gro} ist wie die der Esterase. Und die Tatsache, da der Quotient 
sich spaiter wieder dem Ausgangswert nahert, legt den SchluB nahe, 
das in der zweiten Halfte der Entwicklung die Esterase verhaltnismaBig 
stiirker zunimmt, trotzdem 
auch die Butyrasever- 
mehrung in diesem Stadium 


Ss 


eine gewaltige ist. 


Se 


In Abb. 2 haben wir 
die Zunahmen der ver- 
schiedenen Lipasen zeich- 
nerisch dargestellt. Auf der 
Abszisse haben wir die Brut- 
tage, aufder Ordinate ganze 
Vielfache der Anfangsmenge 
als Einheiten aufgetragen, 

aa 4 wobei wir den jeweiligen 

Tage Gesamtgehalt des unbe- 

Abb. 2. briiteten Kies = 1 gesetzt 
haben. 

Wie verhalten sich nun die Zunahmekoeffizienten der einzelnen 
Enzyme in den verschiedenen Teilen des embryonalen Systems zu- 
einander ? Bei Besprechung der Tabellen I, Il und III wurde im ein- 
zelnen schon darauf hingewiesen, in welchen Teilen des embryonalen 
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Systems die Hauptzunahmen der Butyrinase, Esterase und Cholin- 
esterase liegen. 


Tabelle V. Verhaltnis des Gesamtgehaltes der Dottersack- 
membran zum Gesamtgehalt des Ganzeies. 





Charge Bruttage | Tributyrinase Esterase Cholinesterase 


110 6 | 1:3,5 1:3,6 1:15 
120 10 1:2 1:2,8 1:30 
130 15 1:3 1:4 1:15 


Aus der Verbindung dieser Befunde mit denen der Tabellen IV 
und V ergibt sich folgendes: 

Die Tributyrinase zeigt schon friih eine sichere Vermehrung ihrer 
aktiven Menge, die zunachst ganz iiberwiegend im Gewebe der Dotter- 
sackmembran lokalisiert ist, und dort eine ganz auBerordentliche 
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Konzentration erfahrt, die spaiter wieder nachlaBt. Vielleicht ist es 
so, daB in dem MaBe, wie das Schwergewicht des embryonalen Stoff- 
wechsels mit der Ausbildung der inneren Organe aus der Dottersackhaut 
in diese gelegt wird, wobei wir vor allem an die Leber denken, auch die 
Lipasen ihren Sitz wechseln. 

Die Esterase zeigt gegeniiber der Tributyrinase ein spiaiteres Ein- 
setzen der Enzymvermehrung, die von vornherein ihren Sitz mehr im 
Embryo als in der Dottersackhaut hat. Wir erinnern uns dabei der 
Tatsache, daB es auch im erwachsenen tierischen Organismus die 
ausgesprochenen Organesterasen der Leber sind, die gegeniiber niederen 
Estern vom Typ des Methylbutyrats eine besondere Aktivitat entfalten 
und stellen fest, da die Vermehrung der Esterase beim bebriiteten Ki 
hauptsachlich in jene Zeit fallt, in der ein besonders starkes Wachstum 
der Leber stattfindet. 

Die Cholinesterase ist in der Dottersackhaut nur sparlich vertreten, 
trotzdem sie im Gelbei schon zu Beginn starker wirksam ist als die 
Tributyrinase, und sie zeigt noch weit ausgesprochener als die Esterase 
eine schon friihe Lokalisation ihrer Zunahme im Embryonalextrakt. 
Aus Tabelle IV gehen diese Verhaltnisse deutlich hervor. 

Wir haben auBer den Esterasen auch die Dipeptidasen in unsere 
Untersuchung einbezogen. Wir priiften die dipeptidspaltende Wirkung 
unserer Extrakte an den oben erwihnten Substraten und bestimmten 
den frei gewordenen Aminostickstoff titrimetrisch nach Lindertsriém- 
Lang!. Wir konnten aber in den Glycerinextrakten aus Eigelb weder 
bei bebriiteten noch bei unbebriiteten EKiern, auch unter mannigfachster 
Variation der Bedingungen, keine dipeptidspaltende Wirkung_fest- 
stellen, wohl aber in den Embryonal- und Dottersackhautextrakten. 
Damit konnten wir nur die Ergebnisse von Borger und Peters? be- 
statigen, die unter anderen Gesichtspunkten die Enzyme des Embryonal- 
extraktes studiert haben. Wir méchten jedoch aus der Tatsache, dab 
im Kigelb keine Dipeptidasen nachzuweisen waren, nicht ohne weiteres 
den an sich vielleicht naheliegenden SchluB ziehen, da sich dieses 
Enzym erst mit starkerem Gewebswachstum neu bildet. Denn es er- 
scheint nicht ausgeschlossen, daB sich mit verfeinerten Methoden auch 
in friiheren Stadien der Entwicklung proteolytische Enzyme nach- 
weisen lassen. 

Es sind noch einige Fragen zu erledigen, die fiir unser Ergebnis 
von Bedeutung sind. Die eine, ob es sich bei den Enzymvermehrungen 
nicht lediglich um eine Verlagerung des Ferments aus dem Gelbei in 
den Embryo und seine Anhange handelt, kénnen wir auf Grund der 


' K. Linderstrém-Lang, Zeitschr. f. physiol. Chem. 173, 32, 1927. — 
2 G. Borger u. T. Peters, ebenda 214, 91, 1933 
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quantitativen Auswertung unserer Versuche durch Beziehung der 
jeweiligen Wirksamkeit auf das Frischgewicht des Ausgangsorgans als 
erledigt betrachten. Die GréBe der Zunahmen liegt weit auBerhalb 
des Bereichs der méglichen MeBfehler. Daf’ die Zunahmen Folge der 
Entwicklung eines Embryos und nicht der Bebriitung an sich sind, 
haben wir bereits oben gezeigt. Die andere Frage, ob der Ferment- 
gehalt des untersuchten Organs nicht von der zufallig in diesem mit- 
verarbeiteten Blutmenge abhangig ist, konnen wir ebenfalls verneinen, 
da die Allantois, obgleich sie infolge ihres GefaBreichtums kaum blutfrei 
verarbeitet werden konnte, an enzymatischer Wirksamkeit hinter der 
weit blutarmeren Dottersackhaut zuriickbleibt. 

Fragen wir nun nach der Bedeutung der Enzymvermehrung 
wahrend der Entwicklung des Hiihnerembryos. Dient sie nur einer 
Fermentspeicherung als Vorbereitung auf das extraovale Leben, oder 
finden schon innerhalb des Eies fermentative Hydrolysen statt ? 


Zu dieser Frage liegen mehrere altere Arbeiten vor, die sich mit der 
chemischen Seite der Entwicklung befassen. So fand Liebermann (Il. ¢.), 
daB die Trockensubstanz des Eiinhalts wahrend der Brutzeit um fast 
ein Drittel abnimmt, wobei die Gesamtmenge der Mineralbestandteile 
ziemlich unverindert bleibt. Die atherléslichen Substanzen schwinden um 
fast die Hialfte, die stickstoffhaltigen um ein Viertel der Anfangsmenge. 
Der Wasserverlust macht ungefaéhr ein Fiinftel des urspriinglichen Ei- 
gewichts aus. Trotzdem enthalt das reife Hiihnchen im Ei mehr Wasser, 
als das ebenso erwarmte, gleichschwere unbefruchtete Ei. Au®erdem ver- 
braucht der Embryo Sauerstoff, von dem ihn nur ein Teil wieder als Kohlen- 
sdure verlaBt. Liebermann schloB aus diesen Befunden, da im bebriiteten, 
befruchteten Ei bereits ein Energiestoffwechsel stattfindet, wobei sowohl 
Fett als auch Eiwei8 unter O,-Aufnahme und CO,-Abgabe verbraucht 
werden, und wobei es zur intermediaren Wasserneubildung kommt. In 
den Vordergrund des initialen chemischen Geschehens stellte er die Hydrolyse 
der Fette und auBerte schon damals die Vermutung, da es sich dabei im 
wesentlichen um fermentative Vorgange handeln mdge. 

Uber den AtmungsprozeB des bebriiteten Eies hat erstmalig Bauwm- 
gariner (|. c.) gearbeitet, der teststellte, daB bei der Bebriitung befruchteter 
Kier eine O,-Aufnahme und CO,-Abgabe stattfindet, die bei unbebriiteten 
Eiern nicht vorhanden ist, und daf§ dabei dem Embryo lange vor Beginn 
der Lungenatmung eine entscheidende Rolle zufallt. Einen weiteren Beitrag 
zum Stoffwechsel des bebriiteten Hiihnereies lieferte Bywaters (1. ¢.), der 
bei bebriiteten, befruchteten Eiern eine schnelle Abnahme des Zuckers fand, 
was bei unbefruchteten Eiern nicht der Fall war. Dazu wiirde die Beob- 
achtung von Koga (I. ¢.) passen, daB sich naimlich die Diastase des Eies bei 
der Bebriitung vermehrt. 


Aus den Ergebnissen dieser verschiedenen Arbeiten und unserer 
eigenen Versuche kommen wir zu der Auffassung, daB die Entwicklung 
des Embryos mit einer starken Vermehrung von Enzymen und einer 
Koordination von Fermentationen verbunden ist. Ob diese aber das 
Primum movens sind oder selbst nur eine Folge der geweblichen Organi- 
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sation der lebenden Masse, kénnen wir heute noch nicht entscheiden, 
da sich die wesentlichen Spriinge in der Enzymvermehrung, die im 
ersten Beginn der Entwicklung liegen, dem Nachweis durch unsere 
Methoden einstweilen entziehen. 


Zusammenfassung. 

Es wird das Verhalten der Esterasen im Hiihnerei wahrend der 
Bebriitung in qualitativer und quantitativer Hinsicht unter Beriick- 
sichtigung der morphologischen Entwicklung des Embryos studiert. 

Entsprechend den angewandten Substraten unterscheiden wir eine 
Tributyrinase, eine einfache Esterase (Methylbutyrase) und eine acetyl- 
cholinverseifende Cholinesterase. 

Es wird die absolute und relative Zunahme dieser Enzyme wahrend 
der Bebriitung in den verschiedenen 'Teilen des embryonalen Ent- 
wicklungssystems, sowie die Anderung im Gesamtbestand des Kies 
untersucht. 

Es werden einige unter denselben Gesichtspunkten angestellte 
Versuche tiber den Dipeptidasegehalt der Kier mitgeteilt. Die Ergebnisse 
werden, unter Heranziehung der Literatur, unter dem tibergeordneten 
Gesichtspunkt des embryonalen Stoffwechsels und der Bedeutung der 
Enzyme fiir die Entwicklung gewiirdigt. 











Uber die Wirkung einiger giftiger Gase auf den Stoffwechsel 
der Zelle. 
Von 
J. Jany und €. Sellei. 


(Mitteilung aus dem Laboratorium der III. med. Klinik der kgl. ungar. 
Pazmany Péter Universitat in Budapest.) 


(Eingegangen am 5, November 1934.) 


In den letzten Jahrzehnten haben fliichtige Gifte eine besonders 
hohe Bedeutung erlangt, indem dieselben einerseits in der Landwirt- 
schaft zur Schadlingsvertilgung, andererseits im Kriege als hoch- 
wirksame Kampfstoffe verwendet werden. Die vielfachen Anwendungs- 
moglichkeiten dieser Stoffe werden durch die ihnen gemeinsame Eigen- 
schaft bedingt, in besonders hohem Mabe verheerend auf lebendige 
Organismen einzuwirken. Es erscheint daher von Interesse fest- 
zustellen, ob sich diese Wirkung auf die Beeinflussung der beiden 
energieliefernden Hauptprozesse der Zelle zuriickfiihren laBt bzw. 
inwieweit diese beiden Vorginge durch die verschiedenen Gifte be- 
einfluBt werden. 

Zur quantitativen Messung der Beeinflussung von Atmung und 
Glyvkolyse haben wir uns der manometrischen Methode Warburgs 
bedient. Die Ausfiihrung der Bestimmungen wurde durch den Umstand 
erschwert, daB die in Betracht kommenden Stoffe gréBtenteils durch 
Wasser leicht zersetzbar sind. Es mute demnach eine engere Auswahl 
getroffen werden, indem fiir die Versuche nur diejenigen Stoffe heran- 
gezogen werden konnten, die in Wasser einigermaBen léslich und durch 
Wasser nicht oder nur langsam zersetzbar sind. Zu diesen gehéren die 
Blausiure, das Bromeyan und das Acrolein, mit denen einwandfreie 
Versuche ausgefiihrt werden konnten. Dagegen mubten die hoch- 
wirksamen Stoffe der Griinkreuzgruppe leider ganzlich ausgeschaltet 
werden, nachdem sich diese simtlich mit Wasser sofort umsetzen. 
Aus ahnlichem Grunde konnten von der Blaukreuzgruppe nur das 
Athylarsindichlorid und das Diphenylarsincyanid und von der Gelb- 
kreuzgruppe das Dichlordiathylsulfid zu den Versuchen herangezogen 
werden. 

Die Bereitung der physiologischen Lésungen und die Ausftihrung 
der Versuche erfolgte auf dieselbe Art, wie es von L. Karczag und uns 
bereits beschrieben wurde. Als Objekt haben wir fiir die meisten Ver- 
suche das bacterium coli gewahlt, weil die durch die Gifte hervor- 
gerufenen Anderungen an dem besonders lebhaften Stoffwechsel dieses 
Bakteriums ausgepragter und deutlicher hervortreten als am_ Stoff- 
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wechsel normaler Gewebe. AuBerdem hat das Arbeiten mit Coli den 
Vorteil, daB der Stoffwechsel durch keinerlei Schidigungen, wie Zer- 
schneiden, Herausnahme aus dem Organismus, beeintrachtigt wird 
und wahrend der einstiindigen Versuchsdauer annihernd konstant 
bleibt, im Gegensatz zu den tierischen Gewebeschnitten. 


Die Ausfiihrung der Messungen geschah auf folgende Weise: Die auf 
einem Agar-Agarnahrboden geziichtete Colikultur wird mit zuckerhaltiger 
Ringerlésung ven 37,6° geschiittelt und die entstandene Suspension vom 
Agar-Agar abgegossen. Ein Teil der Suspension wird mit dem gleichen 
Volumen der physiologischen Lésung versetzt, welche den zu untersuchenden 
Stoff in bestimmter Konzentration gelést enthalt, der andere Teil ebenfalls 
mit dem gleichen Volumen gewoéhnlicher zuckerhaltiger Ringerlésung 
verdiinnt. Von beiden Lésungen wird das gleiche Volumen: namlich fiir 
die Glykolyse 1,0 ccm, fiir Atmung 0,85 cem verwendet. Nachdem nun 
gleiche Volumina beider Lésungen die gleiche Anzahl Bakterien enthalten, 
ergibt das Verhaltnis beider Parallelen unmittelbar die Wirkung des Giftes, 
ohne daB hierzu die Bestimmung der Anzahl von Bakterien in den Lésungen 
notig ware. Man gewinnt wahrend der einstiindigen Versuchsdauer durch 
unmittelbare Ablesung die folgenden Werte: 


Vo, = der von einer bestimmten Anzahl Colibakterien in zuckerhaltiger 
Ringerlésung in 1 Stunde verbrauchte Sauerstoff im emm. 
Bo, = der von der Colisuspension von gleicher Konzentration in Gegen- 


wart eines X-Stoffes von der Konzentration C verbrauchte Sauer- 
stoff in cmm. 


Ved, = die aerob erzeugte Kohlenséure in cemm. 

BP? = die in Gegenwart des X-Stoffes von der Konzentration C erzeugte 
: Kohlensaéure in emm. 

Ved, = die anaerob erzeugte Kohlenséiure in emm. 


Bre, = die in Gegenwart des X-Stoffes von der Konzentration C erzeugte 

: Kohlensaure in cmm. 

Die V- und %-Werte besitzen natiirlich an und fiir sich keinerlei Be- 
deutung, da sie jeweils mit der Konzentration an Coli variieren. Das Ver- 
haltnis der beiden Werte ist jedoch charakteristisch fiir die Wirkung des 
betreffenden Stoffes. Wir driicken die Beeinflussung des Stoffwechsels 
gleich in Prozenten des gesamten Umsatzes aus und bestimmen daher die 
Wirkung eines Stoffes Y von der Konzentration C durch folgende Quotienten : 


NR aie V 
"Ee O» 
Bo, = 100 —2_—"?9 
sa O 
Dn —_ Os 
i. oe Oo CO, 0 
ey = SR ae 
COs 
Bra, see Van 
»No —_ a 2 oe 
Bod, ° 100 pre ic a 
COs 


Mit jedem der oben erwahnten Stoffe wurden in den jeweils an- 
gegebenen Konzentrationen im allgemeinen je drei Versuche ausgefiihrt 
und die B-Werte fiir jeden Versuch einzeln berechnet. Durch den 
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Mittelwert aus den erhaltenen B-Werten wird die Wirkung auf den 
Stoffwechsel unmittelbar zahlenmaBig in Prozenten ausgedriickt. Als 
Beispiel fiir die Berechnung der B-Werte fiihren wir einen Versuch an, 
der mit m/500 Blauséure ausgefiihrt wurde: 


X HCN C 0,0054 °, 
Vo, = 76,0 cem/st, Bo 22.0 cem/st, Bo —1%, 
2 2 2 
Ved, = 564 Voi 78,6 Bei + 89° 
CO» me 9 + MEOs ee OS C0, vv /o) 
eee ae . aan 
Veo, = 99,3 ” ) Boa, - 94,5 ” ’ Bob, — 2 joe 


Wir bemerken noch, daB unsere V-Werte zwischen folgenden Grenz- 
zahlen variierten: 


V, 40,2 — 100.6 emm/st, vr 26.5 — 129.9 emm/st, 
02 COs 
veh. 20,7 — 89,6 emm/st. 


Mit Dichlordiathylsulfid wurden jedoch neben Coliversuchen auch 
Versuche an normalen Gewebeschnitten sowie an Carcinomgewebe 
ausgefiihrt. Hier konnten die produzierten Gasmengen natiirlich nicht 
unmittelbar miteinander verglichen werden, es wurden vielmehr die 
auf mg Trockensubstanz bezogenen Stoffwechselquotienten berechnet 
und deren Verhaltnis bestimmt. 

1. Blausdure. Die Blauséiure hat als Kampfstoff keine hervor- 
ragende Bedeutung erlangt, dagegen wird dieselbe zur Schadlings- 
vertilgung im gréBten MaBe verwendet. Ihre Wirkung auf den Stoff- 
wechsel ist aus den Untersuchungen von O. Warburg nebst seinen 
Mitarbeitern und von L. Karczag, L. Németh u.a. geniigend bekannt, 
die iibrigen Gifte kénnen daher betreffs ihrer stoffwechselchemischen 
Wirkung am besten mit der Blausiure verglichen werden. Es mubte 
jedoch zunachst festgestellt werden, ob der Stoff auch auf den Stoff- 
wechsel des Coli in ahnlichem Sinne beeinflussend einwirkt, nachdem 
hiertiber keine Angaben vorliegen. 

Die ersten Versuche wurden in m 500 HCN-Lésung unternommen, 
die wie folgt bereitet wurde: 6,5 g chemisch reines KCN wurden genau 
abgewogen, mit dest. Wasser auf 100 cem aufgefiillt und 1 cem davon mit 
10cem n/10 HCl genau neutralisiert, unter Verdiinnen mit Wasser auf 
25cem. 10cem der erhaltenen Lésung wurden mit zuckerhaltiger Ringer- 
lésung auf 100cem verdiinnt und einige Kubikzentimeter davon durch 
Zusatz des gleichen Volumens der Colisuspension auf !/59, Molaritat gebracht. 
Die Versuchsergebnisse waren die folgenden: 

X = HCN C 0,0054 °,, 
Bo, = —74%, Boh, = + 29%, Bob, = — 9% 

Die Wirkung der Blauséure verliuft demnach in ahnlichem Sinne 
wie bei tierischen Geweben. Die Hemmung der Atmung ist jedoch 
noch keine vollstandige. 
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Es wurden daher Versuche angestellt, um die minimale Konzentration 
zu finden, bei welcher die Atmung vollkommen aufgehoben wird. Diese 
entsprach der !/ 49), Molaritét; es wurde daher in ahnlicher Weise wie die 
m 500 auch eine m,400 HCN-Lésung hergestellt und der Stoffwechsel 
darin gemessen. 


X = HCN o=eners 
Bo, = —100%, Beh, = + 18%, BSb, = — 6%. 


Durch die kleine Anderung der Konzentration wird demnach 
nur die atmungshemmende Wirkung der Blausadure wesentlich beein- 
fluBt; in allen Versuchen zeigt sich die Blausadure als spezifisches 
Atmungsgift mit geringer Wirkung auf die Glykolyse. 

2. Bromeyan. Das Bromeyan besitzt keine gréBere kriegstechnische 
Bedeutung; es wurde nur in untergeordnetem MaBe als Reizgas ver- 
wendet. Die Feststellung seiner stoffwechselchemischen Wirkung bietet 
jedoch um so mehr Interesse, weil es ein Substitutionsprodukt der Blau- 
sdure ist und mit dieser verglichen werden kann. Um gute Vergleichs- 
werte zu erhalten, wurde das Bromeyan zunachst gleichfalls in m 400 
Lésung verwendet. 

Nachdem das Abwagen der berechneten Menge wegen der leichten 
Fliichtigkeit des Stoffes unméglich ist, wurden aufs geradewohl entnommene 
Proben im geschlossenen Wageglischen abgewogen und durch Zusatz der 
berechneten Menge destillierten Wassers méglichst genau auf !/, Molaritat 
verdiinnt. Aus dieser Lésung konnten durch Verdiinnen mit zuckerhaltiger 
Ringerl6sung die Lésungen von der gewiinschten Konzentration gewonnen 
werden. 

X = CNBr C 0,0265 °,, 
Bo, = —38%, Bod, = + 10%, BN; = —17%. 


Durch den Ersatz des Wasserstoffatoms durch Br wird demnach 
die Wirkung der Blausiure in ihrem Charakter kaum verandert, in 
ihrer Starke jedoch weitgehend herabgesetzt. Um die atmungshemmende 
Wirkung zu steigern, haben wir auch Versuche in Gegenwart héherer 
Konzentrationen, nimlich m/80 CNBr, unternommen. 

X — CNBr C = 0.1324 % 
Bias) Os ie > o/ No _— ( 
Bo, — —74 % Bod, = -+- 46 7/03 Bod, at y 


Aus diesen Daten geht die auffallende Tatsache hervor, daB der 
Reizstoff Bromcyan den Stoffwechsel in verschiedenen Konzentrationen 
in durchaus ahnlichem Sinne, wenn auch in viel schwacherem MaBe 
beeinfluBt, als das Zellgift Blausiure. Die Reizwirkung des Bromcyans 
kann demnach keinesfalls auf die Beeinflussung der beiden energie- 
liefernden Hauptprozesse zuriickgefiihrt werden. 

3. Acrolein. Das Acrolein besitzt nur geringen Giftgehalt und hat in 
der Kriegstechnik nur als Reiz- und Trainengas maBige Anwendung ge- 
funden. Verdiinnte Lésungen des Stoffes (z. B. m/200 Verdiinnung) hatten 
keinen nennenswerten EinfluB auf den Stoffwechsel; somit wurden die 
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Versuche bei der betrachtlichen Konzentration von !/;, Molaritat durch- 
gefiihrt. Die Darstellung der Lésungen erfolgte ebenso wie bei dem Brom- 
cyan. 

X = CH,:CH.CHO C 0,56 % 


> ( O. / No "7 O/ 
Bo, = +108%, Bed, = +48%, BN), = + 87%. 


Wie aus den Ergebnissen ersichtlich, verhalt sich das Acrolein 
als echter Reizstoff und beschleunigt sowohl die Atmung als die Glyko- 
lyse, es miissen jedoch bedeutende Mengen des Stoffes zugegen sein, 
um diese Wirkung hervorzurufen. 


4. Athylarsindichlorid. Dieser héchst wichtige Kampfstoff, der 
unter dem Namen ,,Dick ein hervorragendes Glied der Blaukreuz- 
gruppe darstellt, lést sich leicht in Wasser und wird durch das- 
selbe nur langsam zersetzt, somit kann es in beliebigen Konzen- 
trationen verwendet werden. Es wurde, wie bei Bromcyan, die 
m/80 Verdiinnung gewaihlt, wobei die Darstellung der Lésungen wie 
bei jenem erfolgte. 


Die Versuche kénnen leider nicht als zuverlissig betrachtet werden, 
weil das Praiparat an und fiir sich in der Ringerlésung Sauerstoff absorbiert. 
Wir haben zwar versucht, die vom Stoff selber absorbierten Sauerstoff- 
mengen in Parallelversuchen zu bestimmen und in Abzug zu _ bringen, 
jedoch muBten wir davon absehen, nachdem die Absorptionsfahigkeit 
des Stoffes stark variabel und namentlich von der Zeit abhangig ist, iiber 
welche es vor dem Beginn des Versuchs mit Sauerstoff in Beriihrung stand. 
Es konnte trotzdem festgestellt werden, da8 die Zunahme der Atmung des 
Coli viel gr6éBer ist als die Selbstoxydation des Stoffes und es konnte auch 
annahernd ein Bo,-Wert festgestellt werden. Auf die Messung der aeroben 
Glykolyse haben wir ganzlich verzichten miissen, dagegen konnte die 
anaerobe Glykolyse ohne Stérungen gemessen werden. 


X = H,Cy. As<Gh © = 0,2186 °, 
Bo, = + 128%, Bha = + 26%. 


Obzwar Arsenpraparate ganz allgemein die Eigenschaft besitzen, 
daB sie die Atmung hemmen, scheint das Arsen in dieser Bindung die 
Atmung stark zu beschleunigen, bei gleichzeitiger geringerer Steigerung 
der Glykolyse. 


5. Diphenylarsinc yanid. Dieser Blaukreuzkampfstoff besitzt unter 
dem Namen ,,Clark II“ gleichfalls hohe kriegstechnische Bedeutung. GemaB 
den Literaturangaben soll es in Wasser léslich und durch dasselbe schwer 
zersetzbar sein; wir haben dies jedoch nicht bestaétigen kénnen, nachdem 
auch beim Abwagen kleinster Mengen ein Teil des Stoffes ungelést zuriick- 
blieb. Immerhin war der geléste Anteil geniigend, um eine starke und 
andauernde Beeinflussung des Stoffwechsels hervorzurufen. Zur Darstellung 
der Lésungen wurden geringe Mengen des Stoffes mit zuckerhaltiger Ringer- 
lésung in einem mit Glasstopfen versehenen GefaéS 10 Minuten lebhaft 
geschiittelt (auf ein laingeres Schiitteln haben wir wegen der Gefahr der 
Zersetzung verzichtet). Die Lésung wurde abgegossen und ein Teil davon 
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mit dem gleichen Volumen Colisuspension versetzt. Die Konzentration 
: ' _ gesattigt 
bezeichnen wir demnach mit 


2 

H H 
C_C¢ 

HC € 

x= HC HC \aa—CK P zesittigt 

HC HC / 2 

HC< C 
ne-HC 

Bo, = —18%, Bod, — 42%, B,, — 67 %. 


Die beiden einander nahestehenden Blaukreuzkampfstoffe beein- 
flussen demnach den Stoffwechsel in entgegengesetzter Richtung. Bei 
der Wirkung des Diphenylarsincyanids ist auch die Tatsache héchst 
auffallend, daB die Glykolyse viel starker als die Atmung herunter- 
gedriickt wird, im Gegensatz zu den gewohnlichen Arsenpraparaten. 

6. Dichlordiath ylsul fid. Das zur Gelbkreuzgruppe gehérende 
Senfgas ist gegenwartig wohl der wichtigste und hinsichtlich seiner 
physiologischen Wirkung am eingehendsten untersuchte Kampfstoff. 
Die ganz eigenartige, von anderen Stoffen abweichende physiologische 
Wirkung dieser Substanz driickt sich auch in der Beeinflussung der 
energieliefernden Hauptprozesse aus. 

Nach den Literaturangaben soll sich der Stoff im Verhaltnis 1: LOOO 
in Wasser auflésen. Wir haben diese Angabe nicht nachgepriift und 
haben unsere Lésungen genau wie bei dem Diphenylarsinevanid ein- 
gestellt. Die Konzentration — mag demnach ungefahr der 


— 


Konzentration von 0,05°%, d. h. einer !/3;,-Molaritat, entsprechen. 


0° 





. esittigt 
SS ( ges 


CIC, Hy ) 
Bo, = + 121%; Bod, = — 64%, Bod, — 87 %. 


A= 


Durch die Wirkung des Dichlordiéthylsulfids gewinnt demnach 
der Stoffwechsel aeroben Charakter, indem bei auBerst weitgehender 
Unterdriickung der Glykolyse die Atmung enorm gesteigert wird. 

Um feststellen zu kénnen, ob der Stoffwechsel tierischer Gewebe 
in ahnlichem Sinne als der Stoffwechsel von Coli beeinfluBt wird, 
wurden einige Versuche auch an Nierenmarkgewebe vorgenommen. 
Das Nierenmark erschien fiir die Versuche als besonders geeignet, weil 
es ausgesprochene Neigung zur Glykolyse besitzt. Um gute Vergleichs- 
werte zu erhalten, wurde das Senfgas in derselben Verdiinnung, d. i. 
ene. verwendet, indem die mit Senfgas gesattigte Ringerlésung 


mit dem gleichen Volumen gewéhnlicher Ringerlésung versetzt wurde. 
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Fir jeden einzelnen der drei ausgefiihrten Versuche wurden die 
Stoffwechselquotienten mit und ohne Senfgaszusatz berechnet; die 
B-Werte ergeben sich dann aus der Gleichung: 

@ in Senfgas— Y in Ringerlosung ,, 
B— 100” eat: BoB of, 
@ in Ringerlésung 


Die Mittelwerte aus den erhaltenen B-Werten sind die folgenden: 


Oo > 0/ N x 
Bo, = + 159%, Bey, = — 36%, BRg, = — 45%. 
Es findet demnach wie bei Coli eine starke Verschiebung des 


Stoffwechsels nach der aeroben Richtung statt. Die geringere Beein- 
flussung der Glykolyse kann dadurch erklart werden, daB die Glykolyse 
des Nierenmarkes wahrend der einstiindigen Versuchszeit schon an 
und fiir sich stark abnimmt und somit die hemmende Wirkung des 
Senfgases weniger hervortritt. 

Die ausgefiihrten Versuche lieBen darauf folgern, daB auch der 
stark anaerobe Charakter des Carcinomgewebes durch das Dichlor- 
diaithylsulfid geaindert werden kann. Die experimentelle Bestatigung 
dieser Folgerung erschien um so mehr von Interesse, da bereits erfolg- 
reiche Versuche tiber die therapeutische Behandlung des Carcinoms 
mittels Senfgas vorliegen. Die Versuche wurden an Khrlich schem Ratten- 
varcinom bei derselben Konzentration an Dichlordiathylsulfid vor- 
genommen. 

Bo, = + 164%, Bed, = — 94%: Bod, = — 86%. 

Die hemmende Wirkung des Stoffes kommt bei der gleichmaBigen 
starken Glykolyse des Carcinomgewebes vollkommen zur Geltung, der 
Stoffwechsel wird noch starker nach der aeroben Seite hin verschoben 
als bei den Coliversuchen. Um die GréBe und die Richtung der Beein- 
flussung noch iibersichtlicher zu machen, berechneten wir die Mittel- 
werte aus den in Gegenwart von Dichlordiathylsulfid erhaltenen Warme- 
quotienten und verglichen diese mit den Werten, die wir fiir Nierenrinde 
als typisches Normalgewebe und Carcinomgewebe in gewoéhnlicher 
zuckerhaltiger Ringerlésung an anderer Stelle bereits veréffentlichten. 





; 0 4 N Wes wes 
Substanz W 0 VW co W VW ca 20/, ——20/, 
2 2 ie is Wo, 
Nierenrinde . . 651.10-4; 10.10-4 661.10-4 37.10-4 1,6 5,7 
Carcinomgewebe 261.1074 132.1074 393.10-* 201.10~4 33,6 77,0 
Carcinomgewebe 
in Senfgas. . 741.1074 8.1074 749.10-4 23.1074 11 3,1 


Durch den EinfluB des Senfgases ist demnach der anaerobe Stoff- 
wechsel des Rattencarcinoms dem normalen durchaus ahnlich geworden. 
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Zusammenfassung. 

Saimtliche Stoffe, mit denen Versuche ausgefiihrt wurden, tiben 
starken Einflu8 sowohl auf die Atmung, wie auf die Glykolyse aus. 
Die Wirkung auf den Stoffwechsel der Zelle scheint in keinem Zu- 
sammenhang mit der auBeren physiologischen Wirkung zu stehen; so 
iiben Blausiure und Bromeyan ahnliche, die beiden Tranengase Dick 
und Clark I] entgegengesetzte Wirkungen aus. Substitutionen und 
hinzutretende Atomgruppen kénnen die Wirkung eines Radikals stark 
verandern: so wird die Wirkung der Cyangruppe, die bei der Blauséure 
am stirksten hervortritt, durch Substitution des Wasserstoffatoms 
durch Brom nur abgeschwacht, durch Kupplung an das organische 
Arsenradikal im Clark II bereits grundsatzlich verandert. 

Als allgemein giiltige Regel konnte jedoch festgestellt werden, 
daB8 in Gegenwart atmungshemmender Stoffe die aerobe Glykolyse 
stirker beschleunigt bzw. weniger stark vermindert wird als die anaerobe 
Glykolyse: es kann daraus die Folgerung gezogen werden, daB die 
Pasteursche Reaktion durch keinen dieser Stoffe aufgehoben wird und 
iiberall zur Geltung kommt. 


Die vorliegenden Versuche wurden mit einer Apparatur ausgefihrt, 
deren Anschaffung der ,,Széchenyi''-Gesellschaft zur Férderung der 
Naturwissenschaften zu verdanken ist und fiir deren Uberlassung wir 
Herrn Priv.-Doz. Dr. L. Karezag zu gré&tem Danke verpflichtet sind. 
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Zur Kenntnis der pflanzlichen Phosphatide und Lecithine. 
Ill. Mitteilung: 
Uber ein Phosphatid des Weizenkeimlings. 
Von 
W. Diemair urd B. Bleyer. 
(Mitteilung aus der Deutschen Forschungsanstalt fiir Lebensmittelchemie.) 


(Eingegangen am 17. November 1934.) 


Die bisherigen Untersuchungen tiber die Phosphatide des Weizen- 
keimlings beschrankten sich im wesentlichen auf ihre mengenmabige 
Feststellung. Angaben iiber ihren chemischen Aufbau, tiber die Art 
und Menge der beteiligten Fettséuren, der Basenanteile usw. waren bis 
vor kurzem nicht bekannt. 

S. Frankfurt! berichtete unseres Wissens als erster iiber den Phosphatid- 
gehalt von Weizenkeimlingen und ermittelte diesen zu 1,4°,. E. Schulze? 
stellte Phosphatidausbeuten von 0,43%, K. Smolensky® von 1,3% fest, 
wahrend E. Alpers* 0,8 bis 2,5°% Phosphatid in Weizenkeimlingen fand. 
Diese Zahlenwerte sind aber, mit Ausnahme derjenigen von Smolensky, 
.rechnerisch** ermittelte, welche auf Grund des Phosphorwertes des 
Extraktionsgutes festgelegt wurden und welchen daher, wie auch schon 
aus den unterschiedlichen Mengenangaben hervorgeht, keine allzu groBe 
analytische Bedeutung beizumessen ist°. 

Vor kurzem konnten H. Channon und C. M.Forster® an Hand inter- 
essanter Untersuchungen zeigen, da8 der ,,acetonunlésliche* Phosphatid- 
anteil im Weizenkeimling mengenmafig groBen Schwankungen unterworfen 
ist (0,6 bis 1,7°>) und daB neben Lecithin und Kephalin auch Phosphatid- 
sduren auffindbar sind. 

Es erschien daher aus rein analytischem und praparativem Interesse 
wiinschenswert, AufschluB iiber die Zusammensetzung der Phosphatid- 
spaltungsprodukte, insbesondere der Fettsduren, zu gewinnen und daraus 
Riickschliisse auf den Zusammenhang zwischen Fett- und Phosphatid- 
bildung zu ziehen. Die Kenntnisse der chemischen Zusammensetzung 
solecher Spaltungsprodukte gewahren weiterhin die Méglichkeit eines 
Einblicks in die sich abspielenden Lebensprozesse und lassen somit die 
biologische Bedeutung des Keimlings fiir die weitere Entwicklung der 
Pflanze um so klarer hervortreten. 


' Landw. Versuchsst. 47, 449, 1896. — * Ebenda 49, 203, 1897. — 
* Zeitschr. f. physiol. Chem. 58, 522, 1908. — 4 Chem. Ztg. 42, 37, 1918. — 
> BE. Rosenbusch, Zeitschr. f. Unters. d. Lebensm. 67, 258, 1934. ® Biochem. 


J. 28, 853, 1934. 
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1. Die Gewinnung des Untersuchungsmaterials. 


Als Ausgangsmaterial dienten frische Weizenkeimlinge!, welche zur 
Gewinnung des Phosphatids, mit Riicksicht auf eine, méglicherweise in der 
Hitze einsetzende Veranderung, auf kaltem Wege behandelt wurden. 
Orientierende Vorversuche mit kleinen Materialmengen hatten gezeigt, 
da8B das schon bei friiheren Versuchen herangezogene Extraktionsverfahren 
nach E. Schulze bei Einhaltung richtiger Versuchsbedingungen und _ bei 
der Verwendung von Alkohol (95 °%Gig) oder eines Gemisches von Alkohol- 
Benzol (4:1) gute Dienste leistete und durchweg Ausbeuten gleicher 
GréBenordnung lieferte. Diesem Verfahren wurde gegeniiber der von 
J. Page*®, R. Anderson und E. Chargraff * zar Gewinnung von Phosphatiden 
aus tierischem Material angegebenen Methode der Vorzug gegeben. Es 
lieferte nimlich um das Zwei- bis Dreifache héhere Ausbeuten, ein Beweis 
dafiir, daB die fiir tierische Ausgangsmaterialien geltenden Extraktions- 
bedingungen nicht ohne weiteres auf pflanzliche Stoffe iibertragbar sind. 


Zur Versuchsanordnung wire noch zu bemerken, daB das mit Aceton 
entfettete Ausgangsmaterial an der Luft getrocknet und vom <Aceton 
befreit, erschépfend bei Zimmertemperatur 48 bis 72 Stunden unter Riihren 
mit Alkohol bzw. mit Alkohol: Benzol behandelt wurde. Das Einengen 
der phosphatidhaltigen Lésung im Vakuum im Stickstoffstrom, die Auf- 
nahme des Riickstandes mit peroxydfreiem Ather und die Ausfillung des 
Phosphatids erfolgten in bekannter Weise. 


Verarbeitet wurden jeweils 5kg Ausgangsmaterial, insgesamt 15 kg 

Weizenkeimlinge, welche folgende Ausbeuten an Reinphosphatid lieferten : 
Versuch 1: 15,8 g Phosphatid, 0,31°% (lufttrockene Substanz) 

» 2: 15,4¢ * 0,30 % a se 

. 3: 16,3 g - 0,32 % a » 

Das iiber Phosphorpentoxyd im dunklen Exsikkator getrocknete 
und aufbewahrte Phosphatid war nahezu farblos und leicht verreibbar, 
veranderte seine Farbe nach schwach hellgelb und behielt diesen Farbton 
selbst nach mehrmonatlicher Aufbewahrung, ohne aber im Verlauf 
dieser Zeit den bekannten Geruch nach Trimethylamin anzunehmen®. 
Die erhaltenen Ausbeuten beweisen die Gleichmabigkeit der gewahlten 
Versuchsbedingungen, insbesondere aber, da nur die von Schulz 
,rechnerisch ermittelten Phosphatidwerte mit den _ ,,praparativ’ 
gefundenen Phosphatidmengen iibereinstimmen, wahrend diejenigen 
anderer Autoren um ein Vielfaches davon abweichen. 


! Geliefert von der Kunstmiihle Tivoli A.-G., Miinchen, und von der 


Kunstmiihle Mtihldorf am Inn. — * B. Bleyer, W. Diemair, diese Zeitschr. 
235, 243, 1931; 238, 197, 1931. — * Ebenda 219, 162, 1930. — 4 J. of biol. 
Chem. 84, 703ff., 1929. — ° Es gelang in keinem Falle, selbst nicht nach 


monatelangem Aufbewahren im Dunkeln und unter LuftabschluB, die von 
Smolensky beschriebene _ ,,kristallisierte‘‘ Phosphatidfraktion zu erhalten. 
Es wurden zwar im Verlauf des Arbeitsganges unter dem Mikroskop als 
,kristallin“’ erkennbare Substanzen erhalten, welche positive Phosphor- 
reaktion zeigten, aber nach wiederholter Reinigung sich als Phytostearine 
erwiesen, welche mit Phosphatidresten verunreinigt waren. 
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2. Die Analyse des gereinigten Phosphatids und seiner Spaltungsprodukte. 
Das in beschriebener Weise gewonnene Phosphatid ist in frischem 
Zustande leicht in Ather, Chloroform, Benzol, Tetralin, weniger leicht 
in Alkohol léslich, unléslich aber in Aceton und Methylacetat. 
Rohphosphatid : 
0,0995 g Substanz: 0,1923 g Molybdat, 2,78 % P PX 1: 1.23 
0,4908 g wn 5,44 cemn 10 HCl, 1.559, N + Soares 


Reines Phosphatid : 


0,0638 g Substanz: 0,144 g Molybdat, 3,25 % P — a 
0,1190 g Pe 134cemn/10HCl, 1,58% N~ ** : 1,06 
0.2000 g a 0,0047 g Glucose, 2,35 % 


Mit diesen Ergebnissen wird bestatigt, daB entgegen den Angaben 
friiherer Untersucher auch aus pflanzlichem Material Phosphatide 
gewonnen werden kénnen, welche sich durch einen sehr geringen Gehalt 
an reduzierenden Stoffen auszeichnen und durch einen relativ hohen 
Phosphorgehalt charakterisiert sind. 


3. Trennung und Charakterisierung der festen und fliissigen Fettsiuren. 


Nach der Aufspaltung von 15g Phosphatid mit 250cem 10° iger 
Salzsiure wurde die erhaltene salzsaure Lésung iiber Asbest filtriert und 
mit peroxydfreiem Ather ausgeschiittelt. Die atherische Lésung hinterlieB 
nach dem Einengen im Kohlensaurestrom unter vermindertem Druck und 
nach dem Trocknen iiber Natriumsulfat 8,81 ¢ oder 59%, eines dunkel- 
rotbraun gefarbten fettigen Stoffes. 

Zur Trennung der festen und fliissigen Fettséuren wurde die Bleisalz- 
methode von J. Twitschell herangezogen und das Fettsauregemisch (8,81 g) 
in 50 cem 95 %igem Alkohol gelést, mit 150 cem einer heiBen Lésung von 
15g Bleiacetat in 100 cem 95% igem Alkohol versetzt, iiber Nacht stehen- 
gelassen, dann in bekannter Weise aufgearbeitet. 





a) Die festen Fettsduren. 
Erhalten wurden 1,045 g, d.s. 11,87%. Die Reinigung der Fettséuren 
; erfolgte durch Destillation im Kohlenséiurestrom unter vermindertem 
Druck in einem kleinen Spezialsibelkélbchen!. Erhalten wurden 0,74 g 
einer schwach gelb gefarbten kristallinischen Masse. 

0,0603 g Substanz: 4,53 eemn/20 alkoholische KOH, Saurezahl 210,8, 
Schmelzpunkt 61,0°C; Palmitinséure : Saiurezahl ber. 218,9. 

Die erhaltenen Zahlenwerte deuten auf die Gegenwart von Palmitin- 
sdure hin; es wurde daher der Rest der erhaltenen Fettsiure nochmals 
langsam aus Alkohol umkristallisiert und dabei 0,47 g einer schnee- 
weiBen, verfilzten Kristallmasse gewonnen. 

0,1026 g Substanz: 7,82 cem n/20 alkoh. KOH, Saurezahl 214. 
0,0536 g mn 439 4 ee KOH, “ss 219,4. 


1 W. Diemair, B. Bleyer u. M. Ott, diese Zeitschr. 272, 119, 1934. 
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Schmelzpunkt 61,5 bis 62°C*. Der Mischschmelzpunkt mit Pal- 
mitinsaure (Acid. palmitinicum puriss. Kahlbaum, Schm. 61,5°) lag 
bei 61,5°; es war also keine Depression eingetreten, so daB klar zum Aus- 
druck kommt, daB nur eine gesattigte Fettsdéure, und zwar die Palmitin- 
sdure vorhanden ist. 

Zur weiteren Charakterisierung dieser Fettsaure diente eine Elementar- 
analyse. 

Elementaranalyse. 


4,578 mg Substanz: 12,49mg CO,; 5,175 mg H,O. 
Palmitinsaéure C,,H,.0,. Ber.: C 74,92; H 12,59; 
gef.: C 74,41; H 12,65. 

Die gefundenen Werte fiir die Saurezahl und fiir den C- und H-Gehalt 
sowie die Schmelzpunkte bestatigen eindeutig, daB die aus dem Keim- 
lingsphosphatid gewinnbaren festen Fettsauren nur durch die Palmitin- 
sdure vertreten werden. 


b) Die fliissigen Fettsduren. 


Der nach dem Einengen der atherischen Fettsaurel6sung im Kohlen- 
saurestrom hinterbliebene zahfliissige Riickstand war dunkelorange gefarbt. 
Erhalten wurden 5,68 g, d.s. 65°, der Gesamtfettsauren an /fliissiger Fett- 
saure. Die Ausbeute an festen Fettsauren betrug 1,045 g, so da sich ein 
Verhaltnis von etwa 1: 5 ergeben wiirde. Die gewonnenen fliissigen rohen 
Fettséuren wurden zur Reinigung noch zweimal unter vermindertem Druck 
destilliert, wobei 3,3 g eines schwach gefarbten Oles anfielen. 


0,3905 g Substanz verbrauchten 42,47 cem n/10 Na,S,O,, Jodzah! 138,0. 
0,4124 g a s 42,88 ,, n/10 Na,S,O,, Es 132,0. 


Aus der daraus errechneten mittleren Jodzahl geht hervor, dab 
wir es in der vorliegenden Substanz mit héher ungesattigten Fettsauren, 
wahrscheinlich mit Ol- und Linolséure zu tun haben, wie sie auch 
natiirlicherweise im 0] des Weizenkeimlings vorkommen. 


Zur Sicherstellung dieser Annahme wurde eine Trennung der Olsaure 
von der Linolséure tiber das Lithiumsalz vorgenommen!. Dazu wurden 
2,5g Fettsauregemisch in 10cem 96° igem Alkohol aufgenommen und 
mit einer Lésung von 9g Lithiumhydroxyd mit 250 ccm Wasser versetzt 
und zur vollstandigen Ausscheidung der Lithiumsalze bei 10°C iiber 
Nacht stehengelassen. Die ausgeschiedenen Lithiumsalze wurden in 50 °,igem 
Alkohol umkristallisiert, die Fettsaiure daraus durch Schiitteln mit Salzsaure 
in Freiheit gesetzt und hierauf mit Petrolather aufgenommen. Nach dem 
Verdunsten des Lésungsmittels wurden die fliissigen Fettsiuren im Kohlen- 
sdurestrom unter vermindertem Druck destilliert und dabei 1,05 g erhalten. 


0,0284 g Substanz: Bromaddition: 0,0285 g, Jodzahl 157,0. 
0,0278 g ze a 0,0281 g, 155.0. 


Oe, 


“* Die Bestimmung der Schmelzpunkte erfolgte mit der Mikroschmelz- 
punktapparatur nach L. Kofler. — }! F. Goldschmidt u. G. Weiss, Zeitschr. 
Deutsch. Ol- u. Fettindustrie 42, 19, 1922. 
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Der Rest der fliissigen Fettsaiuren wurde nun nochmals vorsichtig im 
CO,-Strom destilliert und von diesem gereinigten Produkt neuerdings die 
Mikrojodzahl nach E. Rossmann' bestimmt. 

0,0273 g Substanz: Bromaddition: 0,0279 g, Jodzahl 162,3. 
0,0197 g “ = 0,0209 g, is 168,5. 


Diese auffallend hohen Jodzahlen lieBen keinen Zweifel dariiber, daB in 
dem vorliegenden Gemisch ungesattigter Fettséiuren eine der Linolsaure 
verwandte Saure enthalten sein miisse. Zur weiteren Charakterisierung 
sollte die Tetrabromstearinsiure herangezogen werden, zu welchem Zwecke 
0,9 g Fettsiure in etwa 10 ccm Petrolither gelést und durch tropfenweise 
Zugabe von Brom unter Ejiskiihlung (— 15° C) bromiert wurden. Die aus- 
geschiedene Tetrabromstearinsiure wurde durch wiederholtes Lésen in 
Ather und Ausfallen mit Petrolather unter Eiskiihlung gereinigt. Das 
gereinigte Tetrabromid zeigte einen Schmelzpunkt von 113,5° C (‘Tetrabrom- 
stearinsdure, Schmelzpunkt 114°C). 

Der Rest des Tetrabromids wurde durch Behandeln mit alkoholischer 
Salzsiure und Zink nach vorangegangener Behandlung mit Bicarbonat 
und Wasser entbromt und in der so erhaltenen Fettsiéure wiederum die 
Jodzahl in bekannter Weise ermittelt. 


0,0159 g Substanz: Bromaddition: 0,0171 g, Jodzahl 170,8. 


Die auBergewéhnlich hohen Jodzahlen, die erhaltenen festen 
Bromadditionsprodukte und deren Schmelzpunkte sprechen zugunsten 
der Linolsdure. Mag auch der endgiiltige Beweis fiir die vollkommene 
Abwesenheit der Olsdure nicht geliefert sein, so ist die Annahme im 
Hinblick auf das vorliegende experimentelle Zahlenmaterial nicht von 
der Hand zu weisen, da die im Weizenkeimling auftretenden flissigen 
Fettsiuren vorwiegend durch die Linolsdure vertreten werden, wobei 
nicht entschieden ist, ob die «-Linolséure allein oder im Gemisch mit 
anderen Isomeren auftritt. Das Auftreten der Linolsdure ist experimentell 
sichergestellt, nicht jedoch ihre mengenmabBige Verteilung. Damit 
wird zugleich der Beweis geliefert, daB die im Keimlingfett vorwiegend 
auftretende Linolséure? auch beim Aufbau des fiir den Zellmechanismus 
so wichtigen Phosphatidkomplexes beteiligt ist. 


c) Die Stickstoffbasen. 

Die bei der Sauregewinnung anfallende wasserige Lésung, welche die 
Basenanteile enthielt, wurde durch Behandeln auf dem Wasserbad vom 
Ather befreit, mit Soda neutralisiert, schonend eingeengt und in einem 
MeBkolben auf 1000 cem gebracht. Das Cholin wurde nach W. Roman® 


1 Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 65, 1847, 1932. Die Jodzahlen wurden 
vergleichsweise auch nach einer neuen Bromdampfmethode bestimmt, iiber 
welche demnachst E. Rossmann berichten wird. Herrn £. Rossmann, 
Techn. Hochschule Miinchen, sei auch an dieser Stelle fiir die liebenswiirdige 
Unterstiitzung bei der Ausfiihrung der Bestimmung bestens gedankt. — 
* A. Griin, Analyse der Fette und Wachse 2, 27, 1930. — * Diese Zeitschr. 
219, 218, 1930. 
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in je 5cem der vorbereiteten Lésung bestimmt. Erhalten wurden: 2,78, 
2,80, 2,73 cem, im Mittel also 2,77 ccm n/10 Na,S,O,, woraus sich fiir die 
angewandte Menge Phosphatid von 15,0 g, 0,740 g¢ oder 4,93°, Cholin er- 
rechnen, welche 54,57, des Gesamtstickstoffs ausmachen. Das Colamin 
wurde nach van Slyke bestimmt und zwar ebenfalls in je 5 cem der weiter 
auf 100 cem eingeengten Losung. Aus den erhaltenen N,-Werten ergab sich 
ein Mittelwert von 4,74 cem, woraus sich unter Beriicksichtigung der 
hydrolysierten 15,0 g Phosphatid, 0,258 g Colamin oder 1,72) errechnen. 

Der Gesamtstickstoff wurde nach Kjeldahl in 100 cem der vorbereiteten 
Losung ermittelt. 

100cem Lésung: 11,1, 11,2 cemn/10 HCI, 0,0157 g N; diese entsprechen 
0,157 g¢ N fiir die angewandten 15,0g Phosphatid oder 1,05°, CGesamt- 
stickstoff. 

Die Basenanteile Cholin und Colamin teilen sich also in den Gesamt- 
stickstoff des Phosphatids, wodurch zum Ausdruck kommt, da das 
vorliegende Phosphatidpraparat cin Gemisch von Lecithin und Kephalin 
darstellt. 

Zusammenfassung. 

1. An Hand der experimentellen Ergebnisse wurde gezeigt, daB 
der in der Literatur angegebene, durch ,,rechnerische’’ Ermittlung 
festgelegte Phosphatidgehalt der Weizenkeimlinge weit hinter den 
,,praparativ’’ erhaltbaren Phosphatidmengen zuriicksteht. 

2. Am Aufbau des Weizenkeimlingphosphatids sind vorwiegend 
die natirlicherweise auch im Keimlingfett vorkommenden  Fett- 
séuren beteiligt, von den gesdttigten Fettsiuren nur die Palmitinsdure, 
von den flissigen Fettsiuren vorwiegend die Linolsdure. Die Basen- 
anteile nehmen Cholin und Colamin ein. Bemerkenswert ist noch 
das ermittelte Verhaltnis von gesattigten zu ungesattigten Fettsdéuren 
von 1:5. 

3. Aus der folgenden Gegeniiberstellung geht hervor, daB die 
erhaltenen Stickstoff-, Phosphor- und Fettsiurewerte des gewonnenen 
Weizenkeimling-Phosphatids mit den von H.Channon und C. Ms 
Forster ermittelten Zahlen des ,,acetonunléslichen’ Phosphatidanteile. 
weitgehend tibereinstimmen. 





N P Fettsduren 
Untersucher . —— N:P 
in Hundertteilen des Phosphatids 


Channon und Forster: - + + - 1,60 2.65 56.2 121,54 


{ 1,58 3.25 1 599 1: 1,23 


vee ita 8 2 
Diemair und Bleyer 55 978 | 1-106 











Uber den Abbau 
des Hexose-di-phosphats durch ein Enzym der Tabakblitter. 
Von 
Tamezi Baba. 
(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biochemie in Berlin-Dahlem.) 


(Eingegangen am 30. November 1934.) 


Nach Anzeichen, die von friiheren Autoren beobachtet waren, haben 
Meverhof und Lohmann' zuerst Triose-mono-phosphat bei der Umsetzung 
von Hexose-di-phosphorsiure durch Muskel- und Hefemazerations-saft 
in Substanz isoliert und in analysenreinem Zustande erhalten; es handelt 
sich um eine Depolymerisation des Hexose-derivats zam Mono-phosphor- 
siure-ester des Dioxyacetons. Daf eine Methylglyoxal-vorstufe, die man 
nach den genannten Ergebnissen als cinen Triose-phosphorsadure-ester 
ansprechen darf, sowohl durch Trockenpraparate von Hefen? als durch 
solche von Schimmelpilzen, Milchséiure- und Coli-bakterien sowie von 
gekeimten Erbsen und Bohnen aus Hexose-di-phosphat gebildet wird, 
ist von Neuberg und Kobel® mitgeteilt worden. 

Es fehlte eine Untersuchung dariiber, ob mit griinen Bldttern diese 
Reaktion ebenfalls vor sich geht. Ich wahlte hierzu das Enzymsystem 
der Tabakblitter. Schon friiher haben Neuberg, Kobel und Scheuer? 
festgestellt, daB Tabakblitter Acetaldehyd sowie Methylglvoxal hervor- 
bringen, und dieselben Autoren haben ferner gezeigt, dab Hexose-di- 
phosphorsaure dephosphoryliert werden kann, wobei unter geeigneten 
Bedingungen Methylglyoxal auftritt. 

VergréBert man in solchen Ansatzen, fiir die das durch Art der 
Zubereitung von Co-Ferment befreite oder daran verarmte Enzym 
(Apozymase) verwendet war, das Verhaltnis von Ferment zu Substrat, 
so gelingt es als Methylglyoxal-vorstufe die Triose zu fassen. Da ich 
dieselbe nicht als solche isoliert, sondern durch die bekannte Cber- 
fiihrbarkeit in Methylglyoxal bei Destillation mit Schwefelséure nach- 
gewiesen habe, so laBt sich nicht mit Sicherheit sagen, ob freier 3-Kohlen- 
stoffzucker oder dessen Phosphorsadure-ester entstanden war, doch hat 
die letzte Méglichkeit die gréBere Wahrscheinlichkeit fiir sich. Freies 
Methylglvoxal war bei der gewahlten Versuchsanordnung nicht aufzu- 


'O. Meyerhofu. K. Lohmann, Naturwiss. 22, 134, 220, 1934; diese Zeitschr. 


271, 89, 1934; 278, 73, 1934. 2 M. Kobel u. C. Neuberg, diese Zeitschr. 
269, 441, 1934. 3, Newberg u. M. Kobel, ebenda 272, 445, 1934. 


4 Dieselben, ebenda 179, 459, 1926; MW. Kobel u. M. Scheuer, ebenda 
216, 216, 1929. 
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finden. Die besten Resultate erzielte ich mit dem Saft aus frischen 
Blattern von Zigarettentabak: auch an der Luft getrocknete Blatter 
enthielten noch das wirksame Enzym, wahrend ich mit Alkohol-Ather- 
praparaten, die aus den frischen Blittern gleich nach dem Pfliicken 
hergestellt waren, nur minimale Ausbeuten erreichte. 


Es zeigte sich somit, daB auch griine Pflanzen den Ubergang von 
Cg-Zucker in C,-Zucker bewirken. 


Im einzelnen verfuhr ich folgendermaben: 


Versuche mit Saft frischer Tabakblitter (Basma seris Zigarettentabak und 
Geudertheimer Zigarrentabak) bei verschiedenen Konzentrationen an 
He xose-di-phosphat. 
Zusammensetzung der Ansdtze (Tabelle 1 und II). 
1, 20) cem 9,84- oder 4,92- bzw. 2,46°%ige Kalium-hexose-di- 
phosphatlésung, 
10 »  Tabaksaft!, 
10 », Wasser, 
0.5 .,  Toluol. 
2. 20 cem 9,84- oder 4,92- bzw. 2,46%ige Kalium-hexose-di- 
phosphatlésung, 
5 ». Tabaksaft, 
15 », Wasser, 


0,5 ,, Toluol. 


Versuchstemperatur 20°, 

Nach den in den Tabellen I und Il angegebenen Zeiten wurden die 
Versuche durch Zugabe von je lO cem 20° iger Trichloressigsaure 
zu jedem Ansatz unterbrochen. In den klar filtrierten Lésungen wurden 
dann die Triose-bestimmungen in der zuletzt* beschriebenen Aus- 
fiihrungsform des Destillationsverfahrens vorgenommen. Die Mengen 
des nach Destillation der Versuchsfliissigkeiten mit Schwefelsiure im 
Destillat gefallten Methylglyoxal-bis-2, 4-dinitro-phenylhydrazons sowie 
die daraus berechneten Triose-ausbeuten sind den Tabellen I] und I 
zu entnehmen. 

Die urspriinglichen Reaktionsgemische dieser wie auch der spater 
angegebenen Versuche enthielten kein Methylglvoxal; der Ketonaldehyd 
entstand erst aus seiner Vorstufe der 3-Kohlenstoffreihe durch die 


Behandlung mit der Schwefelsaure. 


' Bereitet durch Auspressen der in einer Zerkleinerungsmaschine fein 
zerteilten frisch gepfliickten Tabakblatter. — * M. Kobel u. C. Neuberg, 
diese Zeitschr. 269, 444, 1934. 
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Die Ansitze der 3. Versuchsreihe mit starker verdiinnter Hexose-di- 
phosphatlésung (Tabelle 111) hatten folgende Zusammensetzung: 


1. 20 cem 1,38- bzw. 0,69 °%ige Kalium-hexose-di-phosphatlésung, 
5 .. Saft von Zigarettentabakblattern (Basma seris), 
15 ». Wasser, 
0.5 ,,  Toluol. 
2. 20) cem 1,38- bzw. 0,69 °%,ige Kalium-hexose-di-phosphatlésung, 
»  saft, 
18 ,» Wasser, 
0,5 ,, Toluol. 
Versuchstemperatur und Aufarbeitung wie vorher angegeben; 
Resultate in Tabelle IIT. 


Tabelle III. Saft von Zigarettentabakblattern. 





Konzentration an Kalium- Konzentration an Kalium- 
Saft hexose-di-phosphat 0.69° , hexose-di-phosphat 0,34 © |, 
sa von 
Zigaretten- 
Ver tabak- Methylglyoxal- Ausgangs- Methylglyoxal- Ausgangs- 
Ver- : er- blittern bis-dinitro- material iiber- bis-dinitro- material uber- 
such suchs- in 40 cem phenylhydra- gegangen in phenylhydra- gegangen in 
dauer Reaktions- 20D aus 10cem Triose bzw. zon aus l0eem = ‘Triose baw. 
gemisch Versuchs- Triose-phos- Versuchs- Triosephos- 
= lésung phorséure lésung phorsdure 
Nr Std. eem mg 0 mg Ol5 
1 16 5 4,7 3.9 3B) 1,8 
2 2 9.4 7.8 3,7 6.1 
1 20 5 6.4 5,3 1,0 Le 
2 2 10,4 5,6 4.2 6.9 
24 5 6,1 5,0 0.5 0.8 
2 2 10,8 8,9 3,7 6,1 


Versuche mit dachtrockenem' Zigarettentabak {Basma seris). 
Zusammensetzung der Ansdtze. 
1. 40 cem 1,38 %ige Kalium-hexose-di-phosphatlésung, 
0,5g¢ fein gemahlener trockener Tabak, 
0,5 cem Toluol. 
2. Wie 1., jedoch statt 0,5g Tabak 1,0 g. 
3. Wie 1., jedoch statt 0,5 g Tabak 1,5 g. 
Versuchstemperatur 20°, Unterbrechung der Enzymwirkung nach 
den in Tabelle IV angegebenen Zeiten durch Zugabe von je 10 ccm 
20°%iger Trichloressigsiure. | Zusammenfassung der Ergebnisse in 


Tabelle LV. 


! Etwa 1 Monat alt. 





wa) 


pats Pe 


T. Baba. 





Tabelle IV. Konzentration an Kalium-hexose-di-phosphat 1,38. 





Trockenpraparat 
: Versuchs- von Zigarettentabak 
Versuch 


dauer in 40 ecm 
Reaktionsgemisch 

Nr. Std. g 

1 20 0,5 

2 1,0 

3 1,5 

I 28 0,5 

2 1,0 

3 1,5 

1 44 0.5 

2 1,0 

3 1,5 

1 4 0,5 

2 1,0 

3 1.5 


Methylglyoxal-bis-di- 
nitro-phenylhydrazon 
aus 10 com 
Versuchslisung 


mg 


Ausgangsmaterial 
iibergegangen 
in Triose bzw. 
Triose-phosphorsiure 
0 


fonws 
Cre © 


~~) 


oO bo 


ot 
- 


On 


mom poe 
con Oe 


Versuche mit Alkohol-Ather-priiparat! yon Geudertheimer Zigarrentabak. 


Zusammensetzung und Aufarbeitung der Ansiaitze wie bei denen 


Tabak. 


mit dachtrockenem 


Tabelle V. 


Resultate in Tabelle V. 


Konzentration an Kalium-hexose-di-phosphat 1,38 %,. 





Alkohol-Ather- 
, Versuchs- priparat von Tabak 
Versuch 


dauer in 40 cem 
Reaktionsgemisch 

Nr. Std. g 

1 44 0,5 

2 1,0 

3 1,5 

1 54 0.5 

2 1,0 

3 1,5 


Methylglyoxal-bis-di- 
nitro-phenylhydrazon 
aus 10 ecm 
Versuchslisung 


mg 


’ 


— es ee 


ors 


; 


0.3 
0.8 
0,3 


Ausgangsmaterial 
iibergegangen 
in Triose bzw. 
Triose-phosphorséure 
0 


0,4 
0,7 
0.6 
0,1 


0.3 
0.1 


Das aus den Destillaten isolierte Methylglyoxal-bis-2, 4-di-nitro- 


phenylhydrazon wurde aus Nitrobenzol umkristallisiert und durch 
Schmelzpunkt (= 298°) sowie Stickstoffanalyse identifiziert. 
‘ Frischer Brei von Tabakblattern wurde in die achtfache Menge 


eines Gemisches von 3 Teilen abs. Alkohol und 1 Teil Ather eingetragen 


und damit verriihrt. 
mit der dreifachen Menge — 
Blatterbrei 


Nach dem Absaugen wurde das Material nochmals 
berechnet auf den urspriinglich verwendeten 
- des gleichen Alkohol-Ather-gemisches verrieben, abgesaugt, 


mit Ather gewaschen und im Exsikkator iiber Paraffin nebst Chlorcaleium 


getrocknet. 














Die Faillung von Zuckern 
mit methylalkoholischem Bariumhydroxyd. 
Von 
Tamezi Baba. 
(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biochemie in Berlin-Dahlem.) 


(Eingegangen am 1, Dezember 1934.) 


Seit langem, insbesondere durch die Untersuchungen von &. Sal- 
kowski, weil} man, dafs man Zucker aus Losungen mit Metallhydroxvden 
niederschlagen kann. Die von Salkowski! verwendete Methode beruht 
auf der Fallbarkeit der Kohlenhydrate durch Kupfersulfat und Natron- 
lauge, d. h. durch Kupferhydroxyd. Dieses Verfahren, das spater zur 
Entferming von Zucker aus Fliissigkeiten physiologischer Herkunft 
vielfach benutzt worden ist®, eignet sich gut fiir den Zweck der Eli- 
minierung von Kohlenhydraten. Weniger brauchbar ist es fiir die Lso- 
lierung von Zuckern aus den Kupferhydroxyd-niederschligen: denn 
einmal schhieBen diese Fallungen, die tibrigens nach L. Berczeller® 
keine konstante Zusammensetzung haben und von ihm als Adsorptions- 
verbindungen aufgefaBt werden, auBer dem relativ leicht entfernbaren 
Schwermetall begleitende Salze ein, und namentlich oxydiert das 
Kupferhvdroxyd reduzierende Zucker. Der Versuch, ein allgemeines 
anwendbares Reagens zu finden, ist auch sehr alt. Ks ist dies die Fallung 
der Zucker mit basischem Bleiacetat, insbesondere auf Zugabe von 
Ammoniak. Dieses Vorgehen bringt jedoch ebenfalls Schwierigkeiten 
mit sich, da in die Niederschlige fast immer basische Bleiacetate ein- 
gehen und bei der Zerlegung der Faillungen dann Essigsiure fret wird, 
die zumeist schwer aus der Zuckerlésung zu entfernen ist‘. 

Bessere Aussichten bietet ein Verfahren, das auf der Fallbarkeit 
der Zucker als Erdalkaliverbindungen beruht. Die technische Methode 
der Melasse-entzuckerung mit Strontiumhydroxyd und die Fallbarkeit 
des Fruchtzuckers als Calcium-fructosat sind dafiir geliufige Beispiele. 
Hier handelt es sich aber um Reaktionen von beschrinkter Anwend- 
barkeit, indem vorwiegend die genannte Ketose und der Rohrzucker 
schwer losliche Kalkverbindungen liefern. In analytischer Hinsicht 
einfacher mubte sich die Abscheidung der Zucker gestalten, wenn 
Baryt zur Isolierung der Kohlenhydrate diente. Unter gewohnlichen 
Umstianden sind jedoch die Barytverbindungen in Wasser viel zu 


1 EB. Salkowski, H. 8, 79, 1879. 2 Seit D. D. van Slyke, J. of biol. 
Chem. 32, 464, 1917; S. W. Clausen, ebenda 52, 276, 1922. — ° L. Berczeller, 


diese Zeitschr. 98, 230, 1919. — 4 A. Wohl, B. 26, 739, 1893. 
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léslich, als daB sie fiir den genannten Zweck herangezogen werden 
kénnten. Die Beobachtung, daB Bariumhydroxyd sich tiberraschend 
leicht in Methylalkohol lést und bei Zimmertemperatur in Methanol 
nicht oder schwer lésliche Saccharate liefert, aus denen schon durch 
Behandlung mit Kohlendioxyd die Zucker wieder frei gemacht 
werden kénnen, erlaubt eine allgemeinere Verwendung dieses Reagen- 
zes. Auf diese Punkte haben meines Wissens zuerst C. Newberg und 
M. Behrens! die Autmerksamkeit gelenkt und die Vorteile hervor- 
gehoben, welche die Benutzung der sehr bestandigen methylalkoholischen 
Barytlésung bietet. Neuerdings hat 8. Rothenfusser*, dem allem Anschein 
nach diese Angaben unbekannt waren, die Methode in der Form gebraucht, 
daf er die Zuckerlésung mit einem UberschuB von methylalkoholischem 
Baryt versetzte und die in der Methanollésung verbliebene, vom Sac- 
charat nicht zuriickgehaltene Erdalkalimenge titrierte. 

Ich habe nun die alten Versuche von Neuberg, deren Fortsetzung 
bereits (l.¢.) angekiindigt war, wieder aufgenommen und _gepriift, 
ob aus dem Barytniederschlag der Zucker allgemein zu regenerieren 
ist, und vor allen Dingen habe ich untersucht, wann die Ausfallung 
quantitativ erfolgt, und ob das wiedergewonnene Kohlenhydrat un- 
verandert ist. 

Indem ich beziiglich des Arbeitsganges auf den experimentellen 
Teil verweise, seien die Grenzen fiir die Brauchbarkeit der Methode 
zuvor erértert. In der methyvlalkoholischen Lésung fielen von den 
gepriften Zuckern quantitativ Glucose, Mannose, Maltose, Milchzucker, 
Rohrzucker und Cellobiose aus. In erheblichem Umfang wurden Lavu- 
lose (67°.), Galaktose (89°,), Arabinose (80°) und Xylose (87°) 
niedergeschlagen. In den letztgenannten Fallen, wo eine partielle 
Ausscheidung der entsprechenden Barium-verbindungen erfolgt, kann 
man diese vervollstandigen bzw. quantitativ gestalten, wenn man 
Ather hinzufiigt. Ein besonderes Verhalten zeigt die Rhamnose. Sie 
wird durch methylalkoholischen Baryt im Gegensatz zu den Pentosen, 
als deren Methylderivat sie doch erscheint, nicht gefallt und bei Zugabe 
von Ather nur zu rund 57%. 

Zur Regenerierung der Zucker aus den Bariumsaccharaten wurden 
diese in Wasser suspendiert. Wenn man die Luft ferngehalten hat, 
so lésen sie sich dabei ganz oder nahezu vollstandig. Man leitet dann 
sofort einen Strom von Kohlendioxyd ein, wodurch Bariumcarbonat 
ausgefallt wird. Die Behandlung mit Kohlensdure wird fortgesetzt, 
bis die Lésung nicht mehr auf Phenolphthalein anspricht. In den so 


1 C. Newberg u. M. Behrens, diese Zeitschr. 170, 258, 1926; C. Newberg, 
Helv. chim. acta 12, 304, 1929. — ? S. Rothenfusser, Zeitschr. f. Unters. d. 
Lebensm. 66, 182, 1933; Chem. Centralbl. 1938, II, 3330. 
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erhaltenen wasserklaren Fliissigkeiten wurde der Zucker polarimetrisch 
und titrimetrisch bestimmt. 

Im Falle der nicht reduzierenden Disaccharide ist es klar, da$ keine 
Umwandlung der Zucker zu befiirchten ist; bei den iibrigen Sacchariden 
waren sekundare Reaktionen in Betracht zu ziehen. Es zeigte sich 
jedoch, daB Polarisation und Titration immer praktisch tibereinstimmten, 
so daB unter den innegehaltenen Bedingungen keine Umwandlungen 
durch das methylalkoholische Bariumhydroxyd stattfinden. In anderen 
Fallen (bei Mannose, Xylose und Cellobiose) habe ich auch festgestellt, 
daB die regenerierte Zuckermenge nach Titration und Polarisation 
mit der Einwage tibereinstimmte. Die bekannte Empfindlichkeit der 
Fructose gegen Hydroxyl-ionen offenbart sich darin, daB auch in 
methylalkoholischer Lésung schon nach !/, Stunde Lésung und Nieder- 
schlag eine Gelb- und allmahlich eine Braun-firbung annehmen. Auf- 
fallend ist, daB ahnliche Erscheinungen auch bei der Galaktose und 
Arabinose zutage treten, waihrend diese Aldosen sonst recht resistent 
sind. DaB verschiedene isomere Zucker gegen die selben Erdalkalien 
(Barium-, Strontium-, Calciumhydroxyd) aus bisher nicht aufgeklarten 
Griinden sehr ungleich reagieren, ist aus den Forschungen iiber die 
Saccharin-bildung (Kiliani, Windaus und Knoop, Nef, Evams) seit 
langem bekannt. 

Strontiumhydroxyd lést sich ebenfalls! leicht in Methanol; ge- 
legentlich sollen vergleichende Versuche auch mit diesem Fallungs- 
mittel vorgenommen werden. 


A. Fillung der Zucker mit methylalkoholischer Barytlésung. 
Methodik. 

Ein Gemisch ven 2 cem Zuckerlésung (14 bis 20°, ig) und 20 cem 
reinem Methylalkohol wurde unter Riihren mit 2 bis 4 cem einer etwa 
normalen Lésung von kristallisiertem Bariumhydroxyd [Ba (OH), 
+- 8 H,QO] in reinem absoluten Methanol (Me Ba) versetzt. Es entstand 
ein gut filtrierbarer Niederschlag, der durch einen Glasfiltertiegel 
(@ I, 4) abgesaugt oder besser zentrifugiert wurde. Zum Hiniiberspiilen 
der letzten Niederschlagspuren wurde wasserfreier Methvlalkchol 
verwendet. Die ganze Behandlung mu méglichst schnell vor sich 
gehen, da sonst ein Teil des Niederschlags zersetzt werden kann; 
deshalb ist das nur 10 bis 15 Minuten erfordernde Zentrifugieren giinstiger 
als die zuweilen (besonders bei Fructose und Galaktose) linger dauernde 
Filtration. Das Sediment wurde nach dem AbgieBen der Flissigkeit 
in Wasser gelést, mit Wasser auf 30 bis 40 cem aufgefiillt und durch 
Kinleitung von CQ, gegen Phenolphthalein neutralisiert; dabei wurde 


1 C. Neuberg u. B. Rewald, diese Zeitschr. 9, 543, 1908, 
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der Zucker regeneriert. Im Filtrat erfolgte sodann Bestimmung des 
Zuckers nach Drehungs- und Reduktionsvermégen. 


Fdllung der einzelnen Zucker. 


1. Saccharose. Zur Feststellung der zum vollstandigen Ausfallen 
des Zuckers erforderlichen Menge Me Ba wurden je 2 cem 17,89 °%,ige 
tohrzuckerlésung (= 1,05 Millimol) mit 20 ccm wasserfreiem Methyl- 
alkohol und mit verschiedenen Mengen 1,02n MeBa versetzt. Die 
Quantitaten von MeBa und die Ausbeuten an gefalltem Zucker sind 
in Tabelle 1 angegeben. 


Tabelle I. 





Rohrzucker- Me Bs Mit H,O . | Gefillter 
lésung Me Ba aufgefiillt auf Dre hung - | Rohrzucker 
ecm eem eem | | %o 


2,0 0 4) 1,19° — 

2.0 1,0 40 0,61 51,3 
2.0 2.0 40 1,09 91,6 
2,0 2,5 40 1,19 100,0 
2.0 3.0 40 1,19 100,0 


1,05 Miilimol Rohrzucker wurden vollstandig niedergeschlagen 
bei Zugabe von 2,5ccm Me Ba, die 1,28 Millimol Ba(OH), enthielten. 
Mit weniger Reagens war die Abscheidung nicht quantitativ. Hier (und 
entsprechend inden spiter behandelten Beispielen) ist das der Ausfallung 
entgangene Kohlenhydrat im klaren Zentrifugat auf die gew6hnliche 





Weise zu erkennen. 

2. Glucose. Je 2 cem 18,09 ° ige Traubenzuckerlésung (= 2,01 Milli- 
mol) wurden auf gleiche Art mit 1,02 n Me Ba ausgefallt. Angabe der 
Zahlen .in Tabelle 1. 

Tabelle II. 





Trauben- Mit H,0 Gefiallte 
zuckerlésung Me Ba aufgefiillt auf as 3 * Glucose 
cem cem | cem 0/9 
2,0 0 40 0,95° — 
2,0 1,0 40 0,48 50,5 
2,0 2,0 40 0,77 81,1 
2,0 2,5 40 0,88 92,6 
| 2,0 3,0 40 0,91 95,8 
i 2,0 3,5 40 0,95 100,0 


0,3618 g Glucose (= 2,01 Millimol) wurden in methylalkoholischer 
Lésung quantitativ durch 3,5ccm Me Ba = 1,79 Millimol Ba (OH), 





niedergeschlagen. 
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In weiteren Versuchen wurde Drehungs- und Reduktionsvermégen 
der zu untersuchenden Zucker-lésungen ermittelt und das entsprechende 
Verhalten der nach Ausfallung der Zucker und Zerlegung der Ba-ver- 
bindungen wiedergewonnenen Lésungen der Zucker festgestellt. Aus 
den gefundenen Werten wurden die Ausbeuten an den mit Me Ba ge- 
fallten Zuckern berechnet. 

3. Maltose. a) 2 cem Maltose-lésung wurden mit Wasser auf 40 cem 
aufgefiillt. +- 2,339 (2 = 2). 

b) Das Gemisch von 2 ccm Maltoselisung -; 20 cem Methylalkohol 
wurde mit 3cecm MeBa versetzt. Nach Abzentrifugierung wurde 
der Niederschlag in 40 ccm Wasser gelést, das Barium durch CO, 


entfernt und die Lésung filtriert. «& = + 2,32° (1 = 2). 
Ausbeute 100°. 
4. Cellobiose. a) 3ccm Cellobiose-lésung (etwa 5° ig) wurden 


mit Wasser auf 30 ccm aufgefiillt. « = + 0,32 (1 = 2). 
5ecem der Lésung verbrauchten 5,4 ccm n/10 Thiosulfat!. 
b) 3cem der gleichen Cellobiose-lésung —- 20 cem Methylalkohol 
2,5ceem MeBa. Der abzentrifugierte Niederschlag wurde in 30 cem 


Wasser gelést, mit CO, behandelt und die Lésung filtriert. «% =. — 0,32° 
(¢ = 2). 


5cem der Lésung verbrauchten 5,35 cem n/10 Thiosulfat. 

Ausbeute 100°, 
der Reduktionskraft. 

5. Lactose. a) 2cem Milchzucker-lésung mit Wasser auf 40 cem 
aufgefillt. « == -+ 0,92° (1 = 2). 


2cem dieser L6sung verbrauchten 3,75cem n lv Natriumthio- 


sowohl bei Berechnung aus der Drehung als aus 


sulfatlésung. 

b) 2cem Milchzucker-lésung — 20 cem Methanol — 3ccm Me Ba. 
Die Lésung des regenerierten Zuckers wurde auf 40 ccm gebracht. 
0,909 (L = 2). 

2 cem dieser Lésung verbrauchten 3,65 ccm n/10 Natriumthiosulfat. 
Ausbeute nach Drehung 97,8°,, nach Reduktion 97,3°,. 


a= 


6. Mannose. a) 2cem Mannose-lésung mit Wasser auf 30 ccm 
aufgefiillt. « = + 0,40° (/ =: 2). 

2cem dieser Lésung verbrauchten 7,3 ccm n 10 Thiosulfat. 

b) 2cem Mannose-lésung — 20cem CH,OH — 3,5cem = 1,02 n 
Me Ba. Aus dem abzentrifugierten Niederschlag wurde in der beschrie- 
benen Weise eine Lésung des Zuckers bereitet (80 cem). x + 040° 
(f == 2). 


2cem verbrauchten 7.2 ceem n 10 Thiosulfat. 


1 Titration in allen Fallen nach Lehmann-Maquenne. 
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Die Menge der ausgefallten Mannose betrug bei Berechnung nach 
der Drehung 100°, nach der Reduktion 98,6°,. 

7. Galaktose. a) 2cem Galaktose-lésung mit Wasser auf 40 ccm 
aufgefiillt. o« = + 1,4]° (i == 2). 

4cem dieser Lésung verbrauchten 10,2 cem n/10 Thiosulfatlésung. 

b) 2cem der gleichen Galaktose-lésung wurden wie die Mannose- 
lésung mit Me Ba gefallt; der Niederschlag wurde gelést und zerlegt. 
Volumen 40 cem. « = -+- 1,26 (J = 2). 

4 ccm dieser Lésung verbrauchten 9,05 cem n/10 Thiosulfatlésung. 

Ausbeute nach der Drehung 89,4°%, nach der Reduktion 88,7 °,. 


8. Fructose. a) 2ecm Fructose-lésung mit Wasser auf 30 ccm 
aufgefiillt. « = — 2,12° (J = 2). 


3cem dieser Lésung verbrauchten 9,6 cem n/l0 Thiosulfatlésung. 

b) 2cem der gleichen Fructose-lésung + 15 cem Methylalkohol 

3.5cem Me Ba. Nach dem Abzentrifugieren wurde der Niederschlag 

in Wasser suspendiert, mit CO, in tiblicher Weise zerlegt. Volumen 
30cem. Die Lésung zeigte « = — 1,42° (l = 2). 

3 cem dieser Lésung verbrauchten 6,55 cem n/l10 Thiosulfatlésung. 

Ausbeute nach der Drehung 67,0%, nach der Reduktion 68,2°. 

Das Bariumsalz der Fructose fallt erst aus, lést sich dann aber 
weitgehend in der Me Ba-lésung und scheidet sich nach kurzer Zeit 
wieder ab. 

9. Arabinose. a) 2ccm Arabinose mit Wasser auf 40 ccm auf- 
gefillt. a = + 1,53° (2 = 2). 

4 ccm verbrauchten 9,6 cem n/10 Thiosulfatlésung. 

b) 2cem der gleichen Arabinose-lésung — 20 cem Methylalkohol 

3,5cem Me Ba. Der Niederschlag wurde abgesaugt, zerlegt und die 
erhaltene Lésung auf 40 ccm gebracht. « = + 1,23° (J = 2). 

4cem verbrauchten 7,75 cem n/10 Thiosulfatlésung. 

Ausbeute nach der Drehung 80,4°, nach der Reduktion 80,7 °,. 

10. Xylose. a) 2cem Xylose-lésung mit Wasser auf 40 ccm auf- 
gefillt. a = +- 0,30° (J = 2). 

b) 2cem der gleichen Xylose-lésung -+ 20 ccm Methylalkohol 
--3,5cem MeBa. Ich zentrifugierte und verfuhr weiter wie bei Ara- 
binose b). « = + 0,26 (J = 2). 

Ausbeute 86,7 %. 

11. Rhamnose. Khamnose wurde in methylalkoholischer Losung 
durch Me Ba nicht gefallt. 


B. Fallung der Zucker mit methylalkoholischer Barytlésung 
in Methylalkohol-Ather. 


Bei den nicht quantitativ fallbaren Zuckern wurden die Ausbeuten 
zumeist auf Zugabe von Ather hoher. 








n 


di 
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1. Galaktose. a) 2ccm Galaktose-lésung mit Wasser auf 40 ccm 
aufgefillt. « = + 1,41° (J = 2). 

4cem verbrauchten 10,2 cem n/l0 Thiosulfatlésung. 

b) Ein Gemisch von 10 cem Methylalkohol und 2 cem Galaktose- 
lésung wurde mit 10 ccm Ather und dann mit 3,5 cem Me Ba versetzt. 
Der Niederschlag wurde abzentrifugiert, in 40 ccm Wasser gelést, 
mit CO, zerlegt und die Lésung filtriert. « = + 1,259 (1 = 2 

4cem verbrauchten 9,0 cem n/10 Thiosulfatlésung. 

Ausbeute nach der Drehung 88,7°,, nach der Reduktion 88,2° 


oO 0° 
2. Fructose. a) 2cem Fructose-lésung mit Wasser auf 30 ccm 
aufgefiillt. o = —2,12° (J = 2). 


3cem verbrauchten 9,6 ccm n/10 Thiosulfatlésung. 

b) 2cem Fructoselésung wurden wie Galaktose b) mit Me Ba in 
Gegenwart von Ather gefallt; der Niederschlag wurde in iiblicher 
Weise behandelt. Volumen 30cem. « = -- 1,878 (J = 2). 

3cem verbrauchten 8,7 cem n/10 Thiosulfatlésung. 

Ausbeute nach der Drehung 88.2°,, nach der Reduktion 90,6°,. 

3. Arabinose. a) 2cem Arabinose-lésung mit Wasser auf 49 cem 
aufgefiillt. « = — 1,53° (/ 2). 

4cem verbrauchten 9,55cem n/10 Thiosulfatlésung. 

b) 2cem Arabinose-lésung wurden wie bei Galaktose in Gegenwart 
von Ather mit MeBa gefallt: der wiedererhaltene Zucker befand sich 
in 40cem. «# = + 1,30° (/ = 2). 

4cem verbrauchten 8,0 cem n/10 Thiosulfatlésung. 

Ausbeute nach de» Drehung 85,0°,, nach der Reduktion 83,8 °,. 

4. Xylose. a) 2ccm Xylose-lésung mit Wasser auf 40 ccm auf- 
gefiillt. « = + 0,26° (I = 2). 

2cem verbrauchten 4.30 com n/10 Thiosulfat. 

b) Fallung von 2 cem der gleichen Xylose-lésung mit 3 ccm Me Ba 
in Gegenwart von 10 cem Methylalkohol — 10 cem Ather und Zerlegung 


der Bariumverbindung in wasseriger Lésung mit CO... « ~ 0,26 
(2 == 2). 


2cem verbrauchten 4,25 cem n/10 Thiosulfat. 

Ausbeute bei Berechnung nach der Drehung 100° 
nach der Reduktion 98,8°,. 

5. Rhamnose. a) 2cem Rhamnose-lésung mit Wasser auf 30 ccm 


bei Berechnung 


©? 


aufgefiillt. « =- + 0,21 (J = 2). 

3cem verbrauchten 10,0 cem n/10 Thiosulfatlésung. 

b) 2cem Rhamnose-lésung —- l0cem Methylalkohol -— 10 ccm 
Ather — 3.5cem MeBa. Der Niederschlag wurde in Wasser zerlegt, 
die Fliissigkeit auf 30 cem aufgefillt.  « + 9,129 (J = 2), 


3cem verbrauchten 5,6 cem n 10 Thiosulfatlésung. 
Ausbeute nach der Drehung 57,1°,, nach der Reduktion 56,0°, 
Die Ergebnisse sind zusammengestellt in Tabelle ILI. 


»° 
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Tabelle III. 








den te Methv1 Ausbeute 9/9 
Zucker — alkobol Ather MeBa |——— a 
lisungen mie A 
ecm ecm ecm ecm 

Saccharose .... 2.0 20,0 0 3,0 100,0 _ 
ee ee ae 2,0 20,0 0 3,0 100,0 _ 
Cellobiose. . . .. 3,0 20,0 0 2,5 100.0 100,0 
Ee 2,0 20,0 0 3,0 97,8 97,3 
Glucose ..... 2,0 20,0 0 3,5 100,0 _ 
Liavulose ..... 2.0 15.0 0 3,5 67,0 68.2 
e ge an 2,0 10,0 10,0 3,5 88,2 90.6 
Mannose ..... 2,0 20,0 0 3,5 100,0 98.6 
Galaktose. .... 2,0 20,0 0 3,5 89,4 88,7 
eee 2,9 10,0 10,0 3.5 88,7 88,2 
Arabinose .... 2,0 20,0 0 3.5 80,4 80.7 
e gehts 2,0 10,0 10,0 3,5 85,0 83,5 
MONO ala Sore a 2,0 20,0 0 3,5 86,7 — 
“4 Binal ce Seas ee 2.0 10,0 10,0 3,0 100,0 98,8 
Rhamnose .... 2.0 20,0 0 3,5 0 0 
= ; | ae 10,0 10,0 3,5 57,1 56,0 








4 tt a 














Weiteres iiber das Verhalten von Mono- und Di-phospho- 
glycerinsiure gegeniiber Himolysaten und Organsiften. 
Von 
W. Sechuchardt und A. Vereellone. 

(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biochemie in Berlin-Dahlem.) 


(Eingegangen am 1, Dezember 1934.) 


Es ist bekannt, daB die Gewebe von Tieren, die unter ungleichen 
Bedingungen (Gesundheitszustand, Alter, Jahreszeit) leben, Unter- 
schiede in ihrem Fermentwirken zeigen. Aus diesem Grunde wurden die 
in einer friiheren Untersuchung! von uns mitgeteilten Versuche iiber 
das ,,Verhalten von optisch aktiver Mono- und Di-phosphoglycerin- 
siure gegeniiber Erythrocyten verschiedener Herkunft** an einem 
gréBeren Material von verschiedenen Tieren wiederholt. Dabei ergab 
sich, daB der enzymatische Abbau von Glycerinsiure-mono-phosphor- 
siure zu Brenztraubensiure von Tier zu Tier deutlichen Schwankungen 
unterworfen ist. So lieferten Ansaitze mit hamolysierten Erythrocyten 
von zwoélf verschiedenen Pferden nur in vier Fallen nach 40 Stunden 
deutliche (16,7, 9,1, 13,5, 15,4°, Brenztraubensaure), in drei geringe 
Brenztraubenséure-mengen. Nach 160 Stunden waren in drei weiteren 
Ansatzen kleine Mengen Brenztraubensaéure (als 2, 4-Dinitro-phenyi- 
hvdrazon nach 20stiindigem Stehen) nachzuweisen, wahrend in den 
restlichen zwei auch dann auBer einer phosphatatischen Spaltung 
keine Brenzt.aubcnsaure gefunden wurde. 

Analog liegen die Verhaltnisse fiir Hamolysate von Kaninchen- 
und Hammelblutkérperchen. 

Des weiteren hat sich herausgestellt, da gleich Mikroben 
Nieren-, Muskel-, Tumoren- und Darm-saft wie die Mono-, so auch 
die Di-phosphoglycerinsiure kraftig angreifen; dabei werden grobe 
Pyruvinatmengen gebildet, zB. aus Di-phosphoglycerinsiure mit 
Nierensaft vom Pferd 42,1°, Brenztraubensaure. 

Kine Benutzung von Phosphat-puffern ist bei diesen Versuchen 
ungiinstig, da sie den fermentativen Prozef hemmen. 

In anderem Zusammenhange wird iiber diese Versuche ausfiihr- 
licher berichtet werden. 


1 W. Schuchardt u. A. Vercellone, diese Zeitschr. 272, 437, 1934. 








Uber den Blutzucker der Weinbergschnecke (Helix pomatia L.). 
Von 


Kathe Schwarz. 


(Aus dem Physiologischen Institut der Universitat Wien.) 


(Eingegangen am 8. November 1934.) 


Der Zuckerspiegel im Blute wirbelloser Tiere ist verhaltnismaBig 
selten untersucht worden. Wir wissen nur wenig iiber die Menge des 
Blutzuckers und seine Schwankungen, auch nichts dariiber, ob und 
wie dieser Zuckergehalt reguliert wird; ferner, ob die beiden Hormone, 
die bei den Wirbeltieren so groBen EinfluB auf den Blutzucker haben, 
das Insulin und das Adrenalin, auch bei Wirbellosen eine ahnliche 
Wirkung haben. 


Von Untersuchungen iiber den Blutzucker wirbelloser Tiere sind vor 
allem folgende Arbeiten zu erwahnen: 

BE. Couvreur und Bellion (1) berichten iiber Untersuchungen an Wein- 
bergschnecken im Winterschlaf. Mit Fehlingscher Lésung wurde das voll- 
standige Fehlen von Zucker nachgewiesen. Bei Meeresschnecken (Murex, 
Triton) und Landschnecken in der Sommerperiode wurden mit der gleichen 
Methode Spuren von Zucker konstatiert. Bei Kontrollversuchen mit 
Phenylhydrazin wurde aber auch hier die Abwesenheit von Zucker fest- 
gestellt. Im Widerspruch hierzu fand Couvreur in den Speicheldriisen der 
Schnecken Amylase und Xylanase. Er stellt auch die Frage, welcher Stoff 
wohl die Muskelarbeit der Schnecken erméglicht, wenn kein Zucker vor- 
handen ist. In zwei weiteren Aufsitzen (2) bezweifelt Cowvreur die von 
Seilliere behauptete Anwesenheit von Zucker im Schneckenblut und _ be- 
zeichnet die angewandten Methoden als unzureichend. Gleichzeitig berichtet 
er jedoch, daB er ein Glykogen hydrolysierendes Ferment im Schnecken- 
muskel’ gefunden hat. Die Anwesenheit von Blutzucker bei speziell ge- 
fiitterten Schnecken bestreitet Cowvreur nicht. 

Hemmingsen (3) untersuchte mittels der Hagedorn-Jensen-Methode den 
Blutzucker von FluBkrebsen, seine BeeinfluBbarkeit durch Glucoseinjektion 
und die natiirlichen Sechwankungen vor und nach der Fiitterung. Er fand 
nach der Fiitterung ein geringes, nach Glucoseeinspritzung ein gewaltiges 
Ansteigen des Blutzuckers, nach einigen Stunden aber Wiederherstellung 
des urspriinglichen Niveaus. Daraus schloB er auf einen Mechanismus, 
der den Zuckerspiegel konstant halt und den iiberschiissigen Zucker speichert. 
Hemmingsens Insulinversuche an Raupen und Schmetterlingspuppen 
zeigten, da8 Insulin nicht den geringsten Einflu8 auf den Blutzucker dieser 


Tiere hat. 

Kisch (4) untersuchte den Blutzucker von Aplysia, Sipunculus und 
zwei Krabben (Carcinus maenas und Eriphia) mit der Methode von Hagedorn- 
Jensen, verglich auch die Werte eben gefiitterter und hungernder Tiere. 
Er fand bei Aplysia itiberhaupt nur Spuren von Zucker, bei den Krabben 
und Sipunculus héhere Werte, wie wir spiter anfiihren werden. Bei den 
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Krabben auch eine Spanne zwischen den Werten von hungernden und 
gefiitterten Tieren. 

Was die Wirkung der beiden Hormone bei Wirbellosen anlangt, sind 
uns iiber das Insulin nur die bereits erwahnten negativen Versuche von 
Hemmingsen bekannt. In bezug auf das Adrenalin liegen zwar keine Ver- 
suche iiber eine eventuelle Beeinflussung des Blutzuckers vor, jedoch 
Befunde, die eine Férderung der Pulsationen der GefaBe von Blutegeln 
beschreiben [Gaskell (5)]. 

Es besteht fiir die Untersuchung des Blutzuckers von Wirbellosen 
vor allem die Schwierigkeit, daB die meisten in Betracht kommenden 
Tiere entweder zu klein sind, daher zu wenig Blut haben, oder wie z. B. 
marine Formen, schwer zu beschaffen sind. Wir wahlten daher als 
Versuchsobjekt die Weinbergschnecke, Helix pomatia L., die einige 
Kubikzentimeter Blut hat und leicht zu erhalten ist. Unsere Unter- 
suchungen galten bei Helix der Héhe des Blutzuckerspiegels, seinen 
Schwankungen im Laufe eines Jahres, dem EinfluB verschiedener 
Ernaihrung und der hormonalen Regulation. Unter Blutzucker ver- 
stehen wir alle Substanzen, die bei Anwendung der Hagedorn-Jensen- 
Methode reduzierend wirken [| Kisch (4)]. 


Material und Methodik. 

Die Weinbergschnecken wurden aus der Umgebung von Wien, 
aus der Gegend von Weidlingbach, geholt. Es wurden ausgewachsene 
Tiere von ungefahr gleicher GréBe verwendet. Zur Blutentnahme wurde 
das Gehause der Tiere an einer bestimmten Stelle aufgefeilt und auf- 
gebrochen, und die Vena pulmonalis, die unterhalb der Niere zum 
Pericard zieht, aufgesucht. Das BlutgefaB wurde mit einer Injektions- 
nadel angestochen und das Tier so gewendet, daB das Blut frei in ein 
Schalchen tropfen konnte, um Verunreinigung des Blutes zu vermeiden. 
Auch das Gehaiuse wurde vor der Blutentnahme sorgfaltig gereinigt. 
Das Blut wurde dann in Blutkapillarréhrchen aufgezogen und nach 
einer der folgenden Mikromethoden untersucht: 

1. Blutzuckerbestimmung nach Hagedorn-Jensen (6). 

2. Bestimmung der Gesamtkohlenhydrate im Blute nach Dische (7). 
Zur Bestimmung der gesamten Kohlenhydrate wurde eine kolorimetri- 
sche Methode angewendet, die auf einer spezifischen Farbreaktion der 
Kohlenhydrate m:t Indol beruht. 

3. Zwei Modifikationen von Hagedorn-Jensen, die Blutzucker- 
bestimmung nach Rappaport (8) und nach Flatow (9). 


Ergebnisse. 


Die jahreszeitlichen Schwankungen des Blutzuckers wurden so bestimmt, 
daB in Abstainden von 3 bis 4 Wochen eine Serie von fiinf bis zehn Tieren, 
die jeweils frisch von drauBen geholt waren, daraufhin untersucht wurde. 
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Wir bekamen folgende Werte nach Hagedorn-Jensen: 





ai ; Durech- 

Datum Einzelwerte sehnitt 

mg-° 9 mg-9/ 
Mitte dum... <.. 24, 15, 19, 17, 18, 16 18 
oT AS lee art ae 23, 18, 22, 14, 24, 7, 9, 25, 22, 24 19 
September... 50, 39, 44, 18, 14 33 
5. bis 10. Oktober. . . 26, 31, 24, 21, 39, 19, 17 25 

Im Winterschlaf: 
1. November .... 9, 10, 10, 5, 12, 10, 12, 13, 10, 17, 10, 17 11 
6. m SF paring 9, 9, 10, 14, 15, 9, 10, 12 11 
12. bis 17. Dezember . 9, 9, 10, 18, 13, 138, 15, 17 13 
21. Dezember... .. . 9, 12, 14, 14 12 
Bi. sane... es 1S. 49,44, ea. ee 18 
Si werear 5 5 kk 17,17, Tf, 21, a 19 
22. ss es ae Saas 14, 17, 19, 22, 24 19 
Aus dem Winterschlaf erwacht: 
15. Marz (soeben er- 

WOBBLY cy He ASS 9, 10, 14, 16, 17, 18, 34 17 
Coe | rs os Es Qs 8 
SO. re sae G, 15, 18,20, 2a, 14,14, 14, 17, 3 16 
ee Se ae ee 5, 13, 18, 17, 19, 22, 26 16 
BUS MOUA Sa oe woe ob 11,15, 15, 17,21, 21 17 


Die Zusammenstellung ergibt, da die Blutzuckerwerte auBer- 
ordentlich niedrig sind und da die Einzelwerte untereinander ziemlich 
stark variieren. Die Durchschnittswerte geben kein deutliches Bild 
jahreszeitlicher Verinderungen. Es lat sich nur ein Ansteigen der 
Werte im Herbst, darauffolgendes Absinken zu Beginn des Winter- 
schlafes und leichtes Ansteigen im Friithjahr gegen Ende des Winter- 
schlafes feststellen. 

Die mittleren Zuckerwerte der Weinbergschnecken liegen demnach 
zwischen 10 und 30 mg-°,. Bei anderen wirbellosen Tieren wurden 
ahnliche Werte gefunden, z. B. bei Krebsen zwischen 2 und 40 mg-°,, 
Schmetterlingspuppen und Raupen 38 bis 42 mg-°,, (nach Hemmingsen), 
Aplysia 0 bis 7 mg-°,, Sipunculus 10 bis 54 mg-°,, Carcinus maenas 
und Eriphia (Krabben) 12 bis 50 mg-°, (nach Kisch). 


Durch Einspritzung von Insulin und Adrenalin wurde die hormonale 
BeeinfluBbarkeit des Blutzuckers untersucht. Es wurden so grobe 
Mengen von Insulin genommen, daB bei Saugetieren ein hypoglykami- 
scher Schock erfolgt ware, von dem sich die Tiere ohne sofortige Zu- 
fiihrung von Glucose nicht erholt hatten. Auch die Adrenalindosis wurde 
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so gewahlt, daB sie bei Wirbeltieren eine sehr ausgesprochene Wirkung 
auf Kreislaut und Blutzucker haben muBbte. Entsprechende Versuche 
wurden von Hemmingsen an Raupen und Schmetterlingspuppen durch- 
gefiihrt. Das Insulin zeigte weder eine Wirkung auf den Zuckerspiegel 
noch bei gleichzeitiger Glucoseinjektion ein geringeres Ansteigen des 
Blutzuckers als bei den Kontrolltieren. 

Unsere Insulinversuche wurden an 14 Schnecken vorgenommen. 
Jedes Tier wurde vorerst auf seinen Blutzucker untersucht. Nach 2 Tagen 
erfolgte eine Einspritzung von 4 bis 5 klinischen Einheiten Insulin, d. i. eine 
Dosis, die bei Ratten schwere Insulinkrimpfe erzeugt. 1'/, bis 2 Stunden 
danach erfolgte Blutentnahme und Zuckerbestimmung. Die Blutentnahmen 
vor und nach der Injektion kénnen nicht am gleichen Tage erfolgen, da 
die Schnecken nicht genug Blut haben. Die Insulineinspritzung zeigte 
keinerlei Wirkung auf die Tiere. Es traten keine Krampfe auf. Die Schnecken 
verhielten sich nicht anders als die Kontrolltiere, die Kochsalzlésung erhalten 
hatten. Die Werte gaben folgendes Bild: 

25. September, vorher: 

26 31 24 #19 21 39 7: 12 24 1 9 7 11 12mg-% 

Durchschnitt 18 mg-%. 
27. September, nach der Injektion: 
45 25 19 19 27 1469 7 7 & TF 12 13 12mg-% 


Durchsehnitt 16 mg-%%. 


Die Blutzuckerwerte wurden also durch das Insulin nicht beein- 
fluBt. Die Schwankungen sind nicht gréBer als die im allgemeinen 
beobachteten. 

Adrenalinversuche. 

Unsere Versuche wurden an fiinf Tieren durchgefiihrt, denen je 0,3 cem 
einer n/1000 Lésung eingespritzt wurden. Es traten starke Krampfe, 
Schleimabsonderung und Braunfarbung auf. Das Herz schlug viel lang- 
samer als gew6hnlich und sehr schwach. Nach einigen Stunden trat Schrump- 
fung, dann Tod ein. Diese Beobachtungen stimmen iiberein mit der 
Feststellung von T'rendelenburg (10), daB hohe Adrenalinkonzentrationen 
eine Hemmung der Herztitigkeit der Schnecken zur Folge haben. 

Die Zuckerwerte vor und nach der Injektion zeigten keine nennens- 
werte Abweichung. 

20. Juni, vorher: Durehschnitt 17 mg-°% 
23. Juni, 10 Minuten nach der Injektion: Durchschnitt 19 mg-°% 


Es wirken also weder Insulin noch Adrenalin verandernd auf den 
Blutzucker. Gegen Insulin sind die Schnecken ganz unempfindlich ; 
die Giftwirkung des Adrenalins ist wahrscheinlich eine Kreislauf- 
wirkung. 

AuBer der Hagedorn-Jensen-Methode, die von den Kohlenhydraten 
nur die reduzierenden Zucker erfaBt, wurde auch die Dische-Methode 
zur Bestimmung der im Blute vorhandenen Gesamtkohlenhydrate 
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angewendet. Die Werte waren immer héher als die Vergleichswerte 
von Hagedorn-Jensen. Es gelang nicht, festzustellen, welche Kohlen- 
hydrate auBer der Glucose noch vorhanden waren. 


Der Vergleich beider Methoden ergab folgende Werte: 


Hagedorn-Jensen: 10, 9,12, 9, 14, 14, 12, 17, 17, 17, 24, 17, 17, 13, 13, 14, 24 
Dische: 28, 26, 24, 24, 22, 24, 27, 32, 34, 27, 27, 29, 16, 16, 15, 24,29 


Fitterungsversuche. 

Uber den Zusammenhang von Ernahrung und Blutzucker_ bei 
wirbellosen Tieren ist in der Literatur schon einiges bekannt. Es wurden 
Untersuchungen an Krebsen durchgefiihrt (Hemmingsen). Er fand 
zwischen ,,hungernd’ und ,,nach der Mahlzeit‘’ Schwankungen von 
30 mg-°,. Nach Einspritzungen von 100 mg Glucose stieg der Blut- 
zucker auf fast 300 mg-°,, 
die normale Héhe. Auch Kisch fand bei Carcinus niedrigere Zuckerwerte 
bei hungernden Tieren (1 bis 6 mg-°, gegen 12 bis 50 mg-°, 
Fiitterung). Bei Sipunculus fand er keine Schwankungen. 


sank aber nach einigen Stunden wieder auf 


, nach der 


Unsere Versuche ordneten wir so an, da je eine Serie von 20 Schnecken 
zu einem Drittel iibermaBig gefiittert, ein Drittel normal gefiittert und der 
Rest ohne Nahrung gehalten wurde. Als Futter nahmen wir fiir die Normal- 
tiere griinen Salat; zur intensiven Fiitterung griinen Salat, der mit kon- 
zentrierter Glucoselésung durehtrainkt war, und einmal auch Makkaroni. 
Die hungernden Tiere lieBen wir 8 bis 10 Tage ohne Nahrung, hielten sie 
aber feucht. 

Wir erhielten nachstehende Werte bei Fiitterung mit: 








Glucose-Salat Makkaroni Salat Hunger 
Datum Bemerkung 
mg-°/9 mg-°/9 mg-°/9 mg-°/9 
12 7 5 
14 9 7 
’ 60 5 2 Vom 14. bis 21. IV. 
91. IV 10 12 3 i ohne Nahrung 
63 9 3 I 
2 8 
21 6 | 
Durchschnitt : 26 8 5 
26 8 18 
14 20 17 
19 22 18 
23 13 10 pia bis 
2 : 8 | Vom 4. bis 11.V. ohne 
mee bk eos. ee 
28 14 10 
30 
14 
14 Bs iio abel 








Durchechnitt : | a ee ae 
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Beim letzten Versuch (vom 3. Juli) wurden die hungernden Tiere nicht 
nur ohne Nahrung, sondern durch 14 Tage an einem warmen Ort auch 
ohne Wasser gehalten, so da® sie sich nach kurzer Zeit in ihr Gehause 
zuriickzogen und die 
Offnung mit einem 





- gs “a Glu- 

diinnen Hautchen ver- is eose- | Gales Hunger 

schlossen, wie es in der Datum Salat Bemerkung 

Natur im Sommer bei mg-9/o | mg-9/9 mg-%/o 

langerer Trockenheit ; x éi 

reschieht. Die Tiere 0 > 15 

a . 0 19 10 Vom 26. V. bis 6. VI. 

hatten sehr wenig 40 17 10 ohne Nahrung 

Blut. Der Zuckerwert 6. VI. 69 13 17 

war l6mg-% gegen 73 13 8 

17 mg-% bei den 85 22 8 

normalen Tieren, die 6 26 8 

Spanne also etwas Purchschnitt: 39 16 11 

kleiner als in den an- : J * 

leven Wallies 18 17 15 

eS eee 12 1 14. Vom21.VI. bis 3. VIL. 
Wahrend die Werte 86 15 0 nl none tge 

der normal gefiitterten 3. VII. 15 15 12 , 

Schnecken — unterein- 17 11 14 

ander sehr gut iiberein- 13 21 = 





stimmten, ebenso die 
der Hungerschnecken,  Durchschnitt: 27 17 16 
waren die Werte der 
, Glucoseschnecken™ sehr verschieden. Es gab Schwankungen von 0 bis 
86 mg-%. Es kénnte das auf eine Schockwirkung und Schadigung an- 
dererseits durch die zu konzentrierte Nahrung zuriickzufiihren sein. Die 
Werte der mit Makkaroni gefiitterten Schnecken zeigten dagegen sehr 
gute Ubereinstimmung. Wir beobachteten ferner, daB Tiere, die lange 
gefangen waren, einen geringeren Blutzucker hatten, ebenso Tiere, denen 
mehrmals Blut entnommen worden war. Daher vermieden wir diese Fehler- 
quellen méglichst. 

Diskussion der Ergebnisse. 


Aus den angefiihrten Versuchen geht vor allem hervor, da8 der 
Blutzuckergehalt bei den Schnecken ein sehr niedriger ist, was wohl mit 
dem im Vergleich zu den Wirbeltieren sehr langsamen Stoffwechsel 
dieser Tiere zusammenhangt. Der Blutzuckerspiegel ist ziemlich stabil, 
ohne daB man den Mechanismus einer Regulation erkennen kénnte. 
Jedenfalis ist die Zufuhr der Hormone, die bei den Wirbeltieren die 
Blutzuckerregulation beherrschen, nimlich Insulin und Adrenalin, ohne 
jede Wirkung auf den Blutzucker. Es steht dies in Parallele zu den Be- 
funden, daB im allgemeinen die Hormone der Wirbeltiere ohne EinfluB auf 
Wirbellose sind. So ist das Thyroxin, das bekanntlich eine so groBe 
Wirkung auf die Metamorphose der Amphibien hat, ohne jeden EinfluB 
auf die Metamorphose der Insekten [Romeis, Fleischmann (11) (12)]. 


Die Metamorphosewirkung der Schilddriise scheint nach Unter- 
suchungen von Paul Weiss (13) bei den Tunikaten anzufangen, die 
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bereits in ihrem Endostyl ein Homologon der Schilddriise haben, 
weshalb dieser Autor zu dem SchluB gelangte, daB Hormone in der 
Tierreihe nur dort wirksam seien, wo das entsprechende innersekretori- 
sche Organ bzw. ein Homologon desselben vorhanden ist. Unsere 
Versuche stehen in keinem Widerspruch zu dieser Theorie, da sich ja 
bei den Mollusken kein Organ findet, das mit dem Inselapparat des 
Pankreas verglichen werden kénnte. |Dementsprechend waren die 
Injektionen von Insulin ohne jede Giftigkeit fiir die Schnecken. Hin- 
gegen findet sich bei Wirbellosen ein Adrenalsystem. So schreibt 
Trendelenburg : 

im Gegensatz zu den anderen Produkten der inneren Sekretion wird 
das Adrenalin auch von wirbellosen Tieren gebildet. So machen histologische 
Befunde und pharmakologische Versuchsergebnisse das Vorkommen von 
Adrenalin bei vielen Anneliden, und zwar bei denen, die eine muskelhaltige 
GefiBwand besitzen, z. B. bei den Hirudineen, sehr wahrscheinlich. Im 
Ganglion des Zentralnervensystems liegen je sechs chromaffine Zellen. 
SchlieBlich hat man auch bei einigen Mollusken (so im Mantel von Purpura 
lapillus, in der Purpurdriise von Murexarten) chromaffines Gewebe nach- 
gewiesen. Pharmakologische Versuchsergebnisse weisen darauf hin, da® 
es vielleicht Adrenalin enthalt** (7’rendelenburg, |. ce. S. 213). 

So erscheint es im Einklang mit der erwahnten Theorie, daB die 
Adrenalininjektionen im Gegensatz zu den Insulininjektionen eine 
Wirkung auf unsere Versuchstiere hatten. Wir konnten zwar keine 
Veranderung des Blutzuckers, aber eine allgemeine Giftwirkung, die 
wahrscheinlich eine Kreislaufwirkung war, feststellen. 

Zum SchluB sei noch erwahnt, daB sich aus unseren Untersuchungen 
ergeben hat, daB die Mikromethoden fiir Blutzuckerbestimmungen, 
wie sie vor allem fiir medizinische Zwecke ausgearbeitet sind, sich gut 
fiir vergleichend physiologische Zwecke anwenden lassen. Eine An- 
wendung dieser und ahnlicher Methoden auf Untersuchungen méglichst 
vieler Arten von Wirbellosen wird notwendig sein, um ein klares Bild 
iiber den Kohlenhydratstoffwechsel niederer Tiere zu gewinnen. Zu 
diesem wichtigen Problem der vergleichenden Physiologie sollten diese 
Untersuchungen einen kleinen Beitrag liefern. 


Zusammenfassung. 

Es wurde der Blutzucker von Helix pomatia mit Mikromethoden 
(Hagedorn-Jensen, Rappaport, Dische) untersucht und folgendes fest- 
gestellt: 

1. Die Blutzuckerwerte der Weinbergschnecke liegen zwischen 
10 und 30 mg-%,. 

2. Der Blutzuckerspiegel der Schnecken bleibt wahrend des ganzen 
Jahres ziemlich konstant. 
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3. Normal gefiitterte und hungernde Schnecken zeigten keine 
nennenswerten Differenzen des Blutzuckergehalts. Wurden Schnecken 
jedoch mit Glucose tiberschwemmt, so fanden wir Schwankungen von 
0 bis 86 mg-°,. 

4. Mit der kolorimetrischen Bestimmung der Gesamtkohlenhydrate 
nach Dische wurden etwas héhere Werte gefunden als mit der Reduk- 
tionsmethode nach Hagedorn Jensen. 

5. Der Blutzuckerspiegel der Weinbergschnecke wird weder durch 
die Kinspritzung von Insulin, noch von Adrenalin verandert. Insulin 
ist auch in groBen Dosen ungiftig, wihrend Adrenalin eine allgemeine 
Giftwirkung, wahrscheinlich Kreislaufwirkung ausiibt. 

Zum SchluB gestatte ich mir, Herrn Dozent Dr. W. Fleischmann fiir 
die Anregung zur Bearbeitung des vorliegenden Themas und seine Unter- 
stiitzung bei der Durchfiihrung der Arbeit warmstens zu danken. 
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Die Bestimmung von Coffein 
in biologischen Fliissigkeiten und Geweben. 


Von 
Alfred Felix Kunz. 


(Aus dem physiologisch-chemischen Laboratorium des Sanatoriums 
Dr. Bircher-Benner, Ziirich.) 


(Eingegangen am 8. November 1934.) 


Mit 2 Abbildungen im Text. 


Der Erfolg einer Experimentaluntersuchung tiber den Verbleib 
des Coffeins im Organismus hangt zu einem groBen Teil von der Ge- 
nauigkeit der angewandten Technik der Coffeinbestimmung ab. Die 
bei derartigen Versuchen bisher benutzten Methoden zeigten ver- 
schiedene Mangel, besonders hinsichtlich der Erfassung kleiner Coffein- 
mengen, wie sie oft bei Versuchen an Menschen und manchmal bei 
solchen an Kleintieren bestimmt werden miissen. Es ist deshalb nicht 
zu verwundern, da®B die Resultate der einzelnen Untersucher grobe 
Diskrepanzen aufweisen. 

Das Coffein wird in der Regel nach der Isolierung durch Wagen be- 
stimmt, oder aus dem gefundenen N-Wert berechnet, eventuell werden 
beide Operationen nacheinander ausgefiihrt, so da vorhandene Verun- 
reinigungen festgestellt werden kénnen. Von Rost! und Gourewitsch? wurde 
das Coffein durch wiederholte Extraktionen mit Chloroform isoliert. Bock 
und Bech Larsen® extrahierten aus saurer und hierauf aus alkalischer 
Lésung und verwendeten zur Trennung das von Gomberg* beschriebene 
schwerlésliche Polyjodid des Coffeins. Kriiger ® fallte das Coffein mit Phos- 
phorwolframséure und trennte die Purinbasen mit Hilfe der Kupfersulfat- 
bisulfit-Fallung und das Theobromin als Silbersalz ab. 

Mit diesen Verfahren wurden im allgemeinen Mengen zwischen 10 bis 
200 mg Coffein bestimmt. Nach der Methode von Bock und Bech Larsen 
z. B. mit einer Genauigkeit von 3%. Bei kleineren Mengen wird die Un- 
sicherheit in der Bestimmung sehr groB, so daB Friedberg ® zu diesem Zwecke 
eine biologische Methode ausarbeitete. Diese beruht im Prinzip auf der 
Eigenschaft der in Ringerlésung gelagerten, quergestreiften Skelettmuskel- 
fasern des Frosches (Rana temporaria), sich nach Zugabe von noch sehr 
verdiinnter Coffeinlbsung zu kontrahieren. Die Grenzkonzentration, bei 
welcher gerade noch Kontraktion eintritt, wurde von Friedberg mit 1: 3500 
angegeben und von ihm bei allen Versuchen als konstant angenommen. 
Bei Zugrundelegung dieses Grenzwertes und eines Fliissigkeitsvolumens 
von 0,25 cem soll noch eine Coffeinmenge von 0,07 mg bestimmbar sein. 


! Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 36, 56, 1895. — * Ebenda 57, 214, 
1907. — * Ebenda 81, 15, 1917. — 4 J. amer. chem. soc. 18, 347, 1896. — 
5 Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 82, 2818, 1897. — ® Diese Zeitschr. 118, 


164, 1921. 














Bestimmung von Coffein in biologischen Fliissigkeiten usw. 271 


Auch dieses Verfahren zeigt einige Schwierigkeiten. So konnte 
K. Okushima! nachweisen, daB die Coffeinkonzentration, die noch eine 
Muskelreaktion erzeugt, in weiten Grenzen schwanken kann (1: 2000 
bis 1: 6000) und daB die Methode nur dann verlaBlich ist, wenn sofort 
nach dem Versuch die Wirkungsstirke (Grenzwert) der benutzten Muskel- 
faser gegen eine bekannte Coffeinlésung ermittelt wird. Trotz dieser Ver- 
besserung ist die Anwendung der Methode an zeitliche Grenzen gebunden, 
denn wie Farmer Leeb*® zeigen konnte, sind nur im Winter die Versuche 
erfolgreich durchzufiihren. 

Die beim Friedberg-Verfahren benutzte Extraktion des Fettes aus dem 
getrockneten Harnpulver laBt die Méglichkeit offen, daB bei Anwesenheit 
von lésungsférdernden Substanzen kleine Mengen von Coffein in den Petrol- 
aither iibergehen. Aus den veréffentlichten Kontrollversuchen ist zu ersehen, 
daB von 2 bis 24 mg Coffein, die er dem Harn zugesetzt hatte, etwa 90% 
wieder gefunden wurden. Die Methode ist, soweit wir aus der Literatur 
ersehen, fiir Mengen unter 2 mg nicht gepriift worden. Da in den von 
Friedberg angestellten Tierversuchen Mengen zwischen 0,1 bis 1,0 mg im 
Harn zu bestimmen waren, erhebt sich die Frage, mit welcher Genauigkeit 
diese Mengen erfaBt werden konnten. 

Der Zweck der vorliegenden Arbeit bestand darin, eine Methode zu 
finden, mit welcher Coffeinmengen bis 0.1 mg im biologischen Milieu in 
zuverldissiger Weise bestimmt werden kinnen. Es war dazu notwendig, 
eine moglichst exakte Isolierung des Coffeins durchzufiihren. W iinschens- 
wert schien auch die Identifizierung des isolierten Coffeins. 


Darstellung des Analysenganges. 


Das Vorgehen, das wir befolgten, ist im Prinzip folgendes: 

Die coffeinhaltige Fliissigkeit wird geklart bzw. enteiweiBt, schwach 
ammoniakalisch gemacht und mit Chloroform extrahiert. Hierauf versetzt 
man die filtrierte wasserige Lésung des Chloroformriickstandes mit salz- 
siurehaltiger Phosphorwolframsaure. Der erhaltene Niederschlag wird 
mit kalter Barytlauge zersetzt, das durch Einleiten von Kohlensaure 
neutralisierte Filtrat mit Kupfersulfat-Natriumbisulfit behandelt und 
nach Abtrennung des Niederschlags mit Chloroform extrahiert. Im Riick- 
stand des Chloroformauszuges wird durch Zusatz von ammoniakalischer 
Silbernitratl6sung und Abdampfen des Ammoniaks das Theobromin als 
Silbersalz ausgefallt. Nach Abtrennung des iiberschiissigen Silbers wird 
die wasserige salzsaure Lésung mit Chloroform extrahiert, der Riickstand 
des Chloroformauszuges nach Kjeldahl verascht und aus dem N-Gehalt 
das Coffein berechnet. 

Vor der Chloroformextraktion miissen die zu extrahierenden coffein- 
haltigen Fliissigkeiten oder Gewebeausziige geklirt bzw. enteiweibt 
werden. Die Klarung des Harns geschieht nach Hollande und Thévenon® 
mit Hilfe von basischem Bleiacetat, wobei der Uberschu8 des Bleiacetats 
im Filtrat durch Zusatz von Natriumsulfat ausgefallt wird. Vollblut oder 
Plasma werden mit einem Gemisch von Natriumsulfat und Essigsaure 
enteiweiBt. Als Fallungsmittel fiir die Milch eignen sich Trichloressigséure 


1 Diese Zeitschr. 129, 563, 1922. — ? Ebenda 129, 570, 1922. 
3 J. Pharm. et Chim. (7) 14, 324, 1916. 
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oder kolloidales Eisenhydroxyd (Liquor Ferri dialysati, Merck). Organe 
oder ganze Kleintiere werden fein zerhackt, mit Wasser ausgekocht und 
das Filtrat durch Zugabe von Eisenchlorid und Ammoniak enteiweibt. 
Auf diesem Wege gelang es verhaltnismaBig schnell, eine klare, eiweiBfreie 
Lésung zu erhalten. Zur weiteren Reinigung wird mit basischem Blei- 
acetat behandelt, wie beim Urin beschrieben. 


Die auf diese Weise gewonnenen coffeinhaltigen Lésungen (Volumen 
etwa 400 cem) werden schwach ammoniakalisch gemacht und mit Chloroform 
in einem kontinuierlich arbeitenden Extraktionsapparat bei einer Tem- 
peratur von 50 bis 60°C wahrend 4 bis 5 Stunden extrahiert. Wie Ver- 
suche mit reinen, schwach ammoniakalischen Coffeinlésungen gezeigt 
haben (Ammoniakkonzentration = 0,04n) kénnen Coffeinmengen von 
0,05 bis 1 mg, in 400 cem gelést, bis zu 99,7 bis 99,8 % extrahiert werden!'. 


Die kontinuierliche Chloroformextraktion ist vorteilhafter als das 
von Friedberg beschriebene Eindampfen der coffeinhaltigen Lésung auf einer 
unléslichen Traigersubstanz (Gips usw.) und nachheriger Extraktion im 
Soxhlet ?. Gegeniiber dem Ausschiitteln des geklarten Harns mit Chloroform, 
das von Salant und Rieger® und von Bock und Bech Larsen (1. c.) angewandt 
worden ist und von den letzteren als recht beschwerlich bezeichnet wird, 
treten bei der kontinuierlichen Extraktion irgendwelche Schwierigkeiten 
durch Emulsionsbildungen nicht auf. Ebenso kénnen gré8ere Fliissigkeits- 
mengen miihelos behandelt werden. 

Im 6ligen Riickstand der Chloroformextraktion von Harn, Blut usw. 
bildet das Coffein immer nur einen kleinen Bruchteil, da der gréBte Teil 
des Riickstandes, der 0,1 bis 0,3 g ausmachen kann, von Purinstoffen, 
organis¢hen Basen (z. B. biogene Amine) und Neutralkérper (Lipoide und 
Phosphatide) gebildet wird. Besonders in Harnextrakten von Pferden 
(dieselben haben einen intensiven, zum Teil cumarinahnlichen Geruch) sind 
diese Verunreinigungen immer in gréBerer Menge vorhanden. Im Harn- 
extrakt eines Rauchers konnten einige Milligramme Nicotin gefunden 
werden. 

Der weitere Verlauf des Analysenganges hat auf diese Verunreinigungen 
Riicksicht zu nehmen. Da fiir das Coffein keine rein spezifischen Fallungs- 
mittel vorhanden sind und der Phosphorwolframat-Niederschlag ausgepragte 
Okklusionserscheinungen aufweist, ist es unméglich, mit Hilfe einer einzigen 
Fallung das Coffein analysenrein zu erhalten. Es miissen deshalb ver- 
schiedene Fallungsreaktionen nacheinander durchgefiihrt werden. 


Aus dem wisserigen Filtrat des Chloroformauszuges wird das Coffein 
mittels Phosphorwolframsiure in nicht zu kleinem Loésungsvolumen 
(Okklusionsgefahr) ausgefallt. Bei einer Konzentration von 0,1 mg Coffein 
in 26cem Lésung, erwies sich die Phosphorwolframatfallung nach zw5lf- 
stiindigem Stehenlassen im Eisschrank noch als quantitativ verwendbar. 
Der Niederschlag wird mit Barytlauge zersetzt und der LaugeniiberschuB 


1 Dabei ist zu beachten, da8 man méglichst reines Chloroform ver- 
wendet. Wird wahrend langerer Zeit immer wieder dasselbe Chloroform 
benutzt, welches aber vor jeder Extraktion durch Behandlung mit konz. 
Schwefelséiure, Natronlauge und Redestillation gereinigt wurde, so bemerkt 
man, daB in vielen Fallen die Extraktion des Coffeins nur noch zu 60 bis 


80% geschieht. — * Helberg, Mitteil. a. d. Gebiete d. Lebensmittelunters. 
u. Hyg. 24, 55, 1933. — * U. 8S. Departement of agric. Bureau of 


Chemistry Bull. No. 157, 8, 1912. 
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durch Einleiten von Kohlenséure neutralisiert. Das erhaltene Filtrat gibt 


in manchen Fallen — namentlich bei Harn von Tieren, die Coffein erhalten 
hatten — nach Zusatz von ammoniakalischer Silbernitratlésung, gallert- 


artige Niederschlage, die von Purinbasen herstammen. Die Abtrennung 
der Purinbasen fiihren wir durch auf Grund der Ergebnisse von Ariiger (1. ¢.) 
und Tannhauser und Czoniczer! mit Hilfe der Kupfersulfat-Bisulfitfallung 
nach Krtiger-Schmidt*, die nach diesen Autoren der Fallung mit ammoniaka- 
lischer Silbernitratlésung tiberlegen ist. 

Wir priiften die Reaktion des Kriiger-Schmidtschen Fallungsreagens 
unter anderem an einigen methylierten Harnsauren und fanden, daB einer- 
seits 7-Methylharnsiure quantitativ gefallt wird, andererseits 3-Methyl- 
harnsiure, 3, 7-Methylharnséiure, 1, 3, 7-Trimethylharnsiure und Tetra- 
methylharnsaure keine Fallung ergeben. Bei Verwendung von ammoniakali- 
scher Silbernitratlésung als Fallungsmittel erhalt man mit den oben be- 
schriebenen methylierten Harnsiuren in stark verdimnten Lésungen 
(Konzentration unter 30 mg-°%,) keine Fallung. 

Hanzal und Myers* haben darauf hingewiesen, da beim Abbau des 
Coffeins eventuell methylierte Harnsiuren entstehen kénnen. Wie aus den 
Befunden zu ersehen ist, kénnen einige derselben weder durch Kupfer- 
sulfat-Bisulfit noch durch ammoniakalische Silbernitratlssung quantitativ 
gefallt werden. Im Analysengang der Coffeinbestimmung gehen diese 
Séuren aus der ammoniakalischen Lésung nicht in das Chloroform iiber 
und treten daher im Filtrat der Kupfersulfat-Bisulfitfallung nicht auf. 
Letzteres enthalt neben Coffein und eventuell Theobromin in der Regel nur 
noch organische Basen und verschiedene Neutralkérper. Zur Abtrennung 
der basischen N-Substanzen wird das schwach saure Filtrat mit Chloroform 
extrahiert. Der erhaltene Chloroformriickstand kann nun auf verschiedene 
Weise behandelt werden, je nachdem man das Coffein und Theobromin 
gemeinsam oder getrennt bestimmen will. 


Bestimmung von Coffein + Theobromin. 


Bei Coffeinzufuhr werden etwa 7 bis 16°) der eingefiihrten Menge 


0 
als Coffein und etwa 3°, als Theobromin durch den Urin ausgeschieden. 
Fiir gewisse Zwecke kann man auf die Trennung des Coffeins vom 
Theobromin verzichten. Im Chloroformriickstand wird der N nach 
Kj-ldahi best’'mmt und der erhaltene N-Wert auf Coffein umgerechnet. 
Coffeinmengen unterhalb 5 mg werden mit Vorteil im Mikro-Ajeldahl- 
Apparat nach Parnas und Wagner bestimmt. Die Veraschung des 
Chloroformriickstandes dauert langer als die von reinem Coffein. Die 
relativ niedrigen N-Blindwerte lassen auf das iiberwiegende Vorkommen 
C-haltiger Verunreinigungen schlieBen. Die Priifung der Mikro- A jeldahl- 


Methode zur Coffeinbestimmung zeigte, dab Mengen zwischen 0,1 bis 


1,0 mg quantitativ zu erfassen sind’. Die Blindwerte der Reagenzien 
betrugen, dabei 0,00 bis 0,02 cem n/1l00 H,S Oy. 


1 Zeitschr. f. physiol. Chem. 110, 298, 1920. — ? Ber. d. Deutsch. chem. 
Ges. 32, 2677, 1899; Zeitschr. f. physiol. Chem. 18, 351. — * J. of biol. Chem. 
97, 69, 1932. — 4 Mit Hilfe einer Coffeinbestimmungsmethode auf nephelo- 
metrischem Wege konnte EF. Herndlhofer Mengen bis 0,4 mg noch eindeutig 
quantitativ erfassen; siehe Mikrochem. 12 (N. F. 6), 227, 1933. 
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Zur Priitung dieser Methode wurden die vorstehenden Versuche aus- 
gefiihrt (siehe Tabelle I). 


c) Pferdeharn nach Verabreichung von Coffein. 
Der Harn von Pferden, die Coffein per os bekamen, wurde auf den Coffein- 
gehalt untersucht. Zugleich wurde zu einer zweiten gleichgroBen Harn- 
menge jeweils 0,5 mg Coffein zugesetzt, um zu priifen, ob dieser Zusatz 
quantitativ bestimmt werden kann. 





Coffeingehalt Von 0,5 mg nachtriglich zugesetzten 
von 200cem Harn in mg Coffeins wurden gefunden in mg 
0,19 0,50 
0,431 0,47 
1,36 0,47 


d) Vollblut und Plasma. 


Zu 30cem Plasma oder Vollblut wurden die folgenden Coffeinmengen 
zugegeben : 





Zugesetzte Coffeinmenge in mg 25,0 5.0 1,0 0.5 0.3 O41 


| 24,99 4,85 1,01 0,49 0,29 0,096 


Gefunden in mg --- + +4. 25,10 4.93 0,97 0,49 0,098 
| 0,97 
Durehschnitt in mg .... 25,04 4,89 0,98 0,49 0,29 = 0,097 


Durchschnitt in °, der zuge- 


setzten Menge ..... 1002 97,8 98,0 98,0 96,7 | 97,0 


e) Organe!. 

Zu 100 g Leber wurde 1 mg Coffein zugesetzt, gefunden 0,97 mg 
Coffein; zu 100 g Muskel wurde | mg Coffein zugesetzt, gefunden 0,96 mg 
Coffein. 

f) Kot. 

Zu 100g Pferdekot wurde 1 mg Coffein zugesetzt, gefunden 0,93 mg 
Coffein; zu 100g Pferdekot wurde 0,5 mg Coffein zugesetzt, gefunden 
0,45 mg Coffein. 

g) Milch. 

Da die Bestimmung des Coffeins in der Milch, besonders in der Milch 
stillender Frauen, von Interesse ist?, so wurde die Anwendbarkeit der 
Methode gepriift. 

Zu 50cem Milech wurden folgende Coffeinmengen zugesetzt (Doppel- 
bestimmungen) : 





Zugesetzte Coffeinmenge in mg 2.0 1,0 05 
Gefunden in mg..... 1,92 0,98 0,49 


! Weitere Zusatzversuche sind von Krupski, Kunz u. Almasy in dieser 
Zeitschr. 273, 317, 1934 veréffentlicht worden. 2 Schilf u. Wohinz, Klin. 
Wochenschr. 7, 1186, 1928. 
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Blindwerte. 

Die Bestimmung der Blindwerte von Menschenharn soll erst nach 
einwéchiger Coffeinkarenz ausgefiihrt werden, da der Harn noch nach 
einigen Karenztagen nachweisbare Mengen von Coffein enthalten kann. 
Die folgende Zusammenstellung gibt ein Bild iiber die hier vorliegenden 
Verhaltnisse: 


200 cem Menschenharn: N-Blindwert als Coffein berechnet 0,02 bis 0,06 mg 


200 ,, Pferdeharn: " ae si O06: ., (0512 5, 
100 g Pferdekot: ‘i teres ‘i 0,03 ,, 0,04 ,, 
30 cem Blut: oa ne es Ok 5, O82". 
50 ,, Milch: oe ‘ a os O01 . 0,02 .. 
700 g schweres Meer- 
schweinchen: “ a es “ 0,2 mg 


Wie die angefiihrten Versuche zeigen, ist es méglich, Coffein- 
mengen bis 0,1 mg (in irgendeinem Volumen gelést) in biologischen 
Fliissigkeiten und Geweben mit fiir physiologische Zwecke ausreichender 
Genauigkeit zu bestimmen. 


Trennung des Coffeins vom Theobromin. 

Zur Trennung des Coffeins vom Theobromin wird die wasserige 
Lésung des Chloroformriickstandes nach Kunze! mit ammoniakalischer 
Silbernitratlésung versetzt und nach Abdampfen des Ammoniaks vom 
ausgeschiedenen Theobrominsilber abfiltriert. Das Filtrat wird vom 
iiberschiissigen Silber befreit, das Coffein mit Chloroform extrahiert 
und im Riickstand eine N-Bestimmung durchgefiihrt. Zur eventuellen 
Theobrominbestimmung wird der Niederschlag von Theobrominsilber 
ebenfalls verascht und eine N-Bestimmung durchgefiihrt. Ausgehend 
von reinen Lésungen der beiden Stoffe kann auf diese Weise die Trennung 
von 1 mg Coffein und 0,1 mg Theobromin noch quantitativ durch- 
gefiihrt werden. Bei Zusatzversuchen mit Harn enthalt die Lésung, in 
der die Trennung vorgenommen werden soll, silbersalzreduzierende 
Substanzen, die zur Bildung eines Silberspiegels AnlaB geben. Dabei 
zeigt es sich, daB das Coffein fast ebenso genau bestimmt wird, wie bei 
den Versuchen ohne Trennung vom Theobromin, daB aber bei Zusatz 
von weniger als 0,2 mg Theobromin das letztere nicht mehr quantitativ 
erhalten wird. 


Identifizierung des Coffeins durch Bestimmung des C-Gehaltes. 
Zur besseren Identifizierung des isolierten Coffeins war es erwiinscht, 
iiber eine zweite, unabhangige Bestimmungsmethode zu_ verfiigen. 
Aus diesem Grunde wurde die Anwendbarkeit der C-Bestimmung auf 


nassem Wege gepriift. 


' Zeitschr. f. analyt. Chem. 33, 1, 1894. 





picnadeceibicss Sinaia. 
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Tabelle II. 


Zu je 200 cem Menschenharn wurden die angefiihrten Mengen von Coffein 
und Theobromin zugegeben. 





Gefunden 


Zugefiigt Gefunden q Zugefiigt “ 

mg mg mg mg mg mg 
Coffein . . . 10,0 9,99 9,89 Coffein . . . 0,2 0,23 0,20 
Theobromin . 1,0 0,98 0.97 Theobromin . 1,0 1,01 1,00 
Coffein . . . 5.0 4,97 5,03 Coffein . . . 2.0 1,89 
Theobromin . 1.0 0,93 0,91 Theobromin . 0.5 0.45 
Coffein . . . 2,0 1,96 1,89 Coffein. .. 1,0 0,93 1,06 
Theobromin . 1,0 0,97 0,95 Theobromin. 0,5 046 0,53 
Coffein 1,0 0,98 0,90 Coffein . . . 1.0 0,96 0,97 
Theobromin . 1.0 0,99 0,82 Theobromin . 0,2 0.23 0,19 
Coffein 0,5 0,42 0,45 
Theobromin . 1,0 0.83 1,02 


Zu diesem Zwecke war es allerdings notwendig, die durch den 
geschilderten Analysengang nicht entfernbaren C-haltigen Fremd- 
substanzen auszuschlieBen. Wie es sich nun gezeigt hat, kann dies im 
weitesten MaBe dadurch geschehen, daB aus der salzsauren, coffein- 
haltigen Lésung das Coffein durch Zugabe von Jod-Jodkali und etwas 
Casiumchlorid als Polyjodid ausgefallt wird. Dieses Komplexsalz, 
das von Wagenaar’ beschrieben und zum qualitativen Nachweis benutzt 
worden ist, bildet schéne Kristallnadeln, die weniger Fremdstoffe als 
der amorphe Phosphorwolframat-Niederschlag adsorbieren. AuBerdem 
ist die Bildung dieses Niederschlags bedeutend spezifischer fiir Coffein. 
Nachteilig ist allerdings die gréBere Léslichkeit des Polyjodids, dessen 
Grenzkonzentration etwa 1: 50000 betragt, so daB 0,1 mg Coffein in 
einem Endvclumen von weniger als 5 ccm gefallt werden miissen. 

Die Fallung mit diesem Reagens wird im wisserigen Filtrat nach der 
letzten Chloroformextraktion ausgefiihrt. Dabei kann man _ beobachten, 
daB nach Zugabe von Jodjodkali und Casiumchlorid in neutraler Lésung, 
besonders bei Filtraten von Pferdeharn, ein schmieriger coffeinfreier Nieder- 
schlag auftritt. Nach Filtration und Zugabe von HCl zum Filtrat entsteht 
dann der kristalline Niederschlag des Coffein-Polyjodids. Das abzentri- 
fugierte Polyjodid wird mit wenig Wasser versetzt und das Jod durch 
Erwarmung wegsublimiert, wobei das Coffein in Lésung geht. Die farblose 
Lésung wird stark eingedampft und ins Veraschungskélbchen des Apparats 
von Lieb und Krainick? gebracht, in dem die Mikro-C-Bestimmung durch- 
gefiihrt wird. Zur Kontrolle dieser Methode haben wir, ausgehend von 
reinen Coffeinlésungen, die Polyjodidfallung mit darauffolgender C-Bestim- 
mung und die Mikro-Kjeldahl-Bestimmung durchgefiihrt. 


1 Mikrochem. 18 (N. F. 7), 145, 1933. 2 Mikrochem. 9, 367, 1931; 
siehe auch Schadendorff u. Zacherl, ebenda 10, 99, 1931. 
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, Gefunden Gefunden 
Zugefiigt aus C-Bestimmung aus N-Bestimmung 
mg mg mg 
Cofleia o6 4 1,0 1,004 1,00 
0,5 0,49 sot 
0,2 0,199 0,20 
0,1 0,11 0.11 


Bei Zusatzversuchen zu Pferdeharn wurden die folgenden Resultate 
erhalten : 





Coffein gefunden Coffein gefunden 
Harn-  Coffein- dureh Harn- are re dureh 
menge zusatz ~ (pe. N-Be- | ™menge Coffeingusatz im | tin 
stimmung stimmung stimmung stimmung 
ecm mg mg mg ecm mg mg mg 
200* 1,0 1,06 200 0.5 0,49 
200 1,0 0,95 200 0,5 0,47 
200 1,0 1,04 200 unbekannt 2.60 
200 1,0 1,08 (Coffeinversuch ) 
‘ OF 
200 10 0.98 200 unbekannt 2,50 
200 1,0 0,96 200 os 0,66 
: sas ac 2 0.6: 
200 0,5 0,507 200 ” 63 
200 0,5 0,49 200 a 0,55 
200 . 0,54 


200 0,5 0,495 

200 0,5 0,490 

* Zu den Parallelbestimmungen ist jeweils derselbe Harn verwendet worden. Das 
Coffein wurde in beiden Fillen als Polyjodid isoliert. 





Die Blindwerte bei der Verarbeitung von 200 cem Menschen- oder 
Pferdeharn schwanken, auf Coffein berechnet, zwischen 0,02 bis 0,06 mg. 
Es ist also auch méglich, auf dem Wege der C-Bestimmung nach Lieb und 
Krainick, Coffeinmengen von 0,1 bis 1,0 mg geniigend genau zu bestimmen. 

Weitere Versuche zeigten, daB man noch mit 0,5 mg Coffein gleich- 
zeitig eine C- und N-Bestimmung mit etwa 6% Genauigkeit ausfiihren kann. 


Modifikationen des Trennungsqanges. 


1. In einigen Fallen wurde beobachtet, daB die N-Blindwerte 
(A jeldahl-Bestimmung) bei der Verarbeitung von stark konzentrierten 
éligen Harnen von kranken Pferden hohe Werte — bis 0,4 mg Coffein 
pro 200 ecm Harn — ergeben haben. Wird nun vor der Veraschung die 
Lésung mit Jodjodkali behandelt, so erhalt man nur Spuren eines 
Niederschlags und es wird ein normaler Blindwert gefunden. Ebenso 
fand man, daB bei Kaffeeversuchen an Menschen in einigen Fallen die 
Harncoffeinwerte, die nach der Methode der Isolierung des Coffeins 
als Polyjodid erhalten wurden, um etwa 10 bis 15°, niedriger waren als 
bei der direkten Veraschung, obwohl in der dem Versuch vorhergehenden 
Kaffeekarenzzeit die Blindwerte im Harn, sowie auch angestellte 
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Zusatzversuche mit beiden Methoden dieselben Resultate ergaben. 
Es scheint somit angezeigt, bei der Coffeinanalvse im Menschenharn 
noch stets die Polyjodidfallung anzuwenden. 

Die folgende Zusammenstellung enthalt die Resultate von Coffein- 
bestimmungen im Harn von Kaffeetrinkern. In Parallelversuchen wurde 
einerseits das Coffein vor der Bestimmung als Polyjodid isoliert und 
andererseits ohne diese I[solierung bestimmt. 





Gefundene Coffeinmenge in mg 


Harnmenge (N-Bestimmung) 
cem Jodfaillung direkte Veraschung 
at a eae 200 0,95 0.95 
BE a ee ter 200 0,65 0,67 
Biome ioeet os 200 1,03 1,17 
3 Seer ae 200 0,85 1.00 
i eee 200 1,50 1,67 
|: Sea eee 200 3,45 3,69 


2. Wie bereits erwaihnt wurde, ist die Trennung von Coffein und 
Theobromin bei kleinen Substanzmengen dadurch erschwert, dab 
gleichzeitig silbersalzreduzierende Substanzen in Lésung sind. Mit 
Hilfe der Polyjodidfallung kénnen Coffein und Theobromin von diesen 
die Trennung stérenden Substanzen isoliert werden. Wir fanden, dali 
in diesem Falle die Kupfersulfat-Bisulfitfallung nicht mehr unbedingt 
notwendig ist. Die Methodik wird dadurch wesentlich vereinfacht, 
indem zugleich eine Extraktion wegfallt. 

Die Tabelle [11 unterrichtet tiber die Genauigkeit der Trennung. 


Tabelle III. 
Zu je 200cem Pferdeharn wurden die angefiihrten Mengen von Coffein 
und Theobromin zugegeben. 





Gefunden (Durehsehnitt von 
je 4 Versuchen) 


Zugefiigt 
o, der zuge- 
mg mg fiigten Menge 
Coffein . 1.0 0.958 95.8 
Theobromin. 1,0 
Coftein . 0.5 0,430 86.0 
Theobromin. 1,0 
Coftein . 0,2 0.172 86.0 
Theobromin. 1,0 


Vereinfachte Coffeinbestimmungsmethode fiir Mengen oberhalb 3 meg. 
Wenn Coffeinmengen oberhalb dieser Grenze zu erwarten sind, so 
ko6nnen folgende Vereinfachungen durchgefiihrt werden: 


13” 











280 A. F. Kunz: 


a) Bestimmung des Coffeins Theobromin. Es hat sich gezeigt, 
dali man geniigend genaue Resultate erhalt, wenn man das Filtrat der 
Kupfersulfat-Bisulfitfallung direkt nach Ajeldahl verascht. Nur ist 
darauf zu achten, da jedesmal die Blindwerte sorgfaltig bestimmt werden. 

b) Trennung des Coffeins vom Theobromin. Bock und Bech Larsen! 
haben bei ihrer Trennungsmethode das Coffein durch Ausschiitteln aus 
einer natronalkalischen Lésung mit Chloroform vom Theobromin 
getrennt. Die Autoren machten keine naheren Angaben uber die Kon- 
zentration der Lauge sowie tiber die Anwendbarkeit bei kleinen Coffein- 
mengen. Zur Priifung dieser Fragen wurden die folgenden Versuche 
durchgefiihrt: Zu 20 ccm 041 n NaOH wurden Coffein-Theobromin 
gemischt zugesetzt und durch sechsmaliges Ausschiitteln mit je 5 cem 
Chlorotorm das Coffein extrahiert. 





Ausgeschiittelte * 


Zugefiigt Coffeinmenge 
mg mg 
Coftein 10,0 + Theobromin 5,0 10,1 
5,0 + e 1.0 4.9 
1,0 1,0 0,78 
5 0,5 + " 1,0 0,38 
7 0,2 + - 1,0 0,16 
a 0,1 + : 1,0 0.12 


* Diese Zahlenangaben stellen Durechsehnittswerte aus 4 bis 6 Parallelversuchen dar. 


Bei 5 bis 10 mg zugesetzten Coffeins werden 95 bis 101°, wieder- 
erhalten, so daB in diesem Falle die einfache Trennungsmethode an- 


gewendet werden kann. Bei 1 mg und weniger werden 70 bis 80°, des 
zugesetzten Coffeins isoliert, der Rest ist wahrscheinlich zerstért worden, 
da das Coffein in alkalischer L6sung unter bestimmten Bedingungen in 
Kaffeidin umgewandelt wird. 

Cher die Trennungsméglichkeit bei Ausschiittelung des Coffeins 


unter Verwendung verschiedener Alkalien gibt Tabelle IV Auskunft. 


Tabelle IV. Ausschiittelungsversuche mit Chloroform. 





Im Chloroform- Im Chloroform- 
= ; riickstand : : riickstand 
10mg Theobromin werden finden sich 10mg Coffein werden finden sich 
in den folgenden folgende Theo- in den folgenden folgende 
Lisungen gelist brominmengen Liésungen gelist | Coffeinmengen 


mg | mg 
20 cem 0,41 n NaOH 0.12 20 cem 0,41 n NaOH 9,9 
20 , 1,23n NaOH 0,04 20 , 1,23n NaOH 8,5 
20 , O4ln NagCOs 1,26 20 , 0,41n Na,COsz 10,1 
20 , 1,23n Na,COs 1,01 20 , 1,23n Na,CO, 9,8 
20” O4tn NH, 0.90 20” O4in NH, 9.9 
20 , 1,28n NH, 0.73 20 , 1,23n NH, 9,9 
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(Qualitativer Nachweis des Coffeins'. 


Die Bildung eines schwerléslichen Komplexes von der wahrschein- 
lichen Zusammensetzung CgH,,N,O,AuCl, . 2 H,O. der durch Zugabe 
von Goldchlorid und Kaliumbromid zu einer nicht zu stark verciinnten 
Coffeinlésung entsteht, wurde von Martini® beschrieben. Ausgehend 
igen- Coffeinlésung erhalt man nach 


von einem Tropfen einer 0,5 bis 1° ppig 
Zusatz von je 1 Tropfen 10° iger Goldchlorid- und konz. Kalium- 
bromidlésung eine sofortige Bildung von orangegelben, nadelf6rmigen 


Mikrokristallen, die unter dem Mikroskop verfolgt werden kann. Ver- 





Abb. 1. Abb. 2. 


Kristalle des Coffein-Goldchlorid- Reagenzien allein 
Komplexes, erhalten aus einet 
Coffeinlésung von 1: 40000: daneben 

Kristalle der Reagenzien. 


diinntere Lésungen bilden keine Kristalle mehr. Wir fanden, daB man 
den Nachweis auch in bedeutend verdiinnterer Lésung durchfiihren 
kann, wenn man den, durch Zugabe des Reagens erhaltenen, rétlich 
gefarbten Tropfen auf dem Objekttrager langsam eintrocknen laBt. Es 
ist dafiir Sorge zu tragen, daB die Menge des Reagens nicht zu 
groB ist, damit die Nadeln des Coffeinkomplexes durch das spater 
auskristallisierende Kaliumbromid nicht tiberdeckt werden. Auf 
diesem Wege gelingt es, noch in 1 Tropfen einer 1,25 mg-° igen 
(1: 80000) Coffeinlésung den qualitativen Nachweis durchzufiihren. 
Die bei der Reaktion entstehenden Kristalle der Coffeinverbindung 
sind leicht von den auskristallisierenden Reagenzien mikroskopisch 
zu unterscheiden. 


' Weitere qualitative Nachweismethoden wurden in den letzten Jahren 


von Chalmeta, Anales Soc. Espanola Fisica Quim. 28, 1407, 19380; Sandrus 
u. Willard, Mikrochem. 12 (N. F. 6), 137, 1932: Gulland u. Macrae, J. chem. 
Soc. 1932, 8S. 2231: Wagenaar, Mikrochem. 13 (N. F. 7), 145, 1933; Ko/ler, 
ebenda 15 (N. F. 9), 319, 1934 beschrieben. * Mikrochem. 12 (N. F. 6), 
109, 1933. 
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Ausfiihrung der Bestimmungen'. 
Coffein in Harn, * 

a) Vorbereitung zur Extraktion. 200 cem Harn werden in einem 500-cem- 
Erlenmeyer-Kolben mit 15 bis 30g kristallisiertem Bleiacetat versetzt. 
Nach einigem Umrihren gibt man noch 10 cem konz. Ammoniak hinzu 
(bei Pferdeharn nur 5cem). Nach halbstiindigem Stehen wird abgenutscht 
und der Niederschlag dreimal mit je 20 cem Wasser nachgewaschen. Zu 
dem mit Essigsdiure angesiuerten Filtrat werden zur Ausfallung des iiber- 
schiissigen Bleies 10 bis 15 g¢ Natriumsulfat (wasserfrei) zugesetzt. Der 
Niederschlag wird abgesaugt und dreimal mit je 20 cem Wasser nach- 
gewaschen. 

b) Ewtraktion mit Chloroform. Das Filtrat wird mit Ammoniak schwach 
alkalisch gemacht und in einem Extraktionsapparat fiir Fliissigkeiten von 
etwa 450 cem Inhalt mit Chloroform 4 bis 5 Stunden extrahiert. Der klare, 
gelblich gefarbte Chloroformextrakt, der immer etwas Wasser suspendiert 
enthalt, wird in ein 100-cem-Erlenme yer-Kélbchen gespiilt und mit gegliihtem 
Natriumsulfat getrocknet. Hierauf wird in ein etwa 150 ccm fassendes 
Schliffkélbehen filtriert, die Chloroforml6ésung mit 2 bis 3 cem Wasser 
iiberschichtet und das Chloroform méglichst langsam abdestilliert. Der 
wasserige Riickstand wird mit wenig heiBem Wasser in einen 50-cem- 
Erlenmeyer gespiilt, wobei das Gesamtvolumen etwa 16 cem_ betragen 
soll. Man filtriert nach dem Abkiihlen durch ein kleines, gehartetes Filter 
in einen 100 cem-Erlenme yer und wascht dreimal mit je 2 eem Wasser nach. 

c) Phosphorwolframsdurefdllung. Das klare Filtrat wird mit 3 c¢em 
Salzsiure und 3cem 30° ,iger Phosphorwolframsiure (PWS.) versetzt 
und der Niederschlag tiber Nacht im Eisschrank stehengelassen. Dann wird 
derselbe abzentrifugiert und zweimal mit je 5cem 10° iger Schwefelsiure 
gut ausgewaschen. Nach Zugabe von wenig Wasser wird im Zentrifugenglas 
aufgekocht und in den Erlenmeyer iibergespiilt, in dem vorher die Fallung 
ausgefiihrt worden ist. Man versetzt nun die Suspension (Volumen etwa 
15ecem) mit | Tropfen 1° iger Phenolphthaleinlésung und kaltgesittigter 
Barytlauge (5°,) bis zur dauernden Rotfarbung (etwa 2 bis 3cem). Der 
UberschuB an freier Lauge wird durch Einleiten von Kohlensiure neutra- 
lisiert ; die L6sung sorgfaltig aufgekocht und 2 bis 3 Minuten sieden gelassen. 
Man filtriert und wascht mit wenig heiBem Wasser nach. Das Endvolumen 
betragt etwa 20 cem. 

d) Kupfersulfat-Bisulfitjdllung und Chloroformextraktion des Filtrates. 
Das Filtrat wird mit leem 10° ,iger Essigsiure und 1 cem gesattigter 
Natriumacetatl6sung versetzt und zum Sieden erhitzt. Man fiigt 1 ecem 
40° ,ige Natrium-bisulfit- und 1 cem 13% ige Kupfersulfatl6sung zu und 
kocht 5 Minuten. Hierauf filtriert man direkt in den Extraktionsapparat 
(Inhalt etwa 40 cem), in welchen vorher Chloroform eingefiillt worden ist. 
Nach Auswaschen des Niederschlags mit heiBem Wasser extrahiert man 
das Filtrat 3 Stunden. Bei Analysen von Menschenharn wird das Coffein 
aus der wiisserigen L6sung des Chloroformextraktes als Polyjodid, wie auf 
S. 283 beschrieben, ausgefallt. 

e) N-Bestimmung. Wenn das Coffein und Theobromin zusammen 
bestimmt werden sollen, wird das Filtrat des mit Wasser aufgenommenen 


' Fiir die Uberlassung von Untersuchungsmaterial bin ich Herrn 
Prof. Dr. A. Krupski zu Dank verpflichtet. 
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Chloroformriickstandes (15 bis 20cem) fiir eine Mikro-N-Bestimmung 
verwendet (Einzelheiten siehe E. Pregl, Die quantitative organische Mikro- 
analyse, 3. Aufl., 8. 120. Berlin, Jul. Springer. 1930). 

Berechnung: lecem verbrauchte n 100 H,SO, = 0.4849 mg Coffein. 

tf) Trennung des Coffeins vom Theobromin. Das nach e) erhaltene Filtrat 
wird mit 1 cem ammoniakalischer Silbernitratlésung versetzt (2,6 g AgNO, 
in Wasser gelést, mit tiberschiissigem Ammoniak versetzt und mit Wasser 
auf 100 cem aufgefillt) und zur Vertreibung des iiberschiissigen Ammoniaks 
gekocht. Aus der neutralen Lésung fallt das Silbersalz des Theobromins 
aus. Die iiberstehende coffeinhaltige Lésung wird mittels eines Filter- 
stabchens oder durch Zentrifugieren! quantitativ abgetrennt und in einen 
50-cem-Erlenmeyer tibergetiihrt, worauf man das iiberschiissige Silber mit 
Kochsalzlésung ausfallt. Das Filtrat wird 3 Stunden mit Chloroform 
extrahiert und der Chloroformriickstand nach Kjeldahl verascht. 

g) Bestimmung des Theobromins. Der unter f) erhaltene Theobromin- 
silberniedersehlag wird mit leem konz. Schwefelsiure versetzt und die 
klare Lésung in einen Mikro-Ajeldahl-Kolben iibergespiilt, dreimal mit 
wenig Wasser nachgewaschen und verascht. Es kann die Veraschung auch 
direkt im Zentrifugenglas vorgenommen werden. 

Berechnung: leem n 100 verbrauchte Schwefelsaéure 0.4499 mg 
Theobromin. 

h) Modifikation der Trennung von Theobromin und Coffein durch An- 
wendung der Polyjodidfdllung. Das nach ec) erhaltene Filtrat wird auf 
2 bis 3 ccm eingedampft. Nach Abkiihlen wird mittels eines Filterstabchens 
in ein Zentrifugenglas filtriert und auf dem Wasserbad auf 2 bis 3 cem ein- 
geengt. Man versetzt die neutrale Lésung nach Zugabe von einem Kérnechen 
Casiumchlorid mit 1 cem n/2 Jodjodkalilésung und zentrifugiert nach 
einiger Zeit. Die klare Fliissigkeit wird nun in ein zweites Zentrifugenglas 
iibergefiihrt und der Riickstand mit 0,5 cem n/10 Jodjodkalilésung nach- 
gewaschen. Das Filtrat soll nicht mehr als 3,5 bis 4cem betragen. Dem- 
selben wird 1 cem konz. Salzséure zugesetzt und iiber Nacht im Eisschrank 
stehengelassen. Der erhaltene Niederschlag wird nach Abzentrifugieren 
und Auswaschen mit 2 bis 3cem Wasser versetzt und durch Erwarmen 
gelost. Zur abgekiihlten Lésung gibt man 2 cem ammoniakalische Silber- 
nitratl6ésung, filtriert und fiihrt die Trennung von Theobromin wie bei f) 
beschrieben durch. 


Die Bestimmung des Coffeins im blute und Plasma. 


30 cem Vollblut oder Plasma werden mit 30cem einer Mischung von 
5 Teilen 10° iger Natriumsulfatlésung und 1 Teil 20° ,iger Essigsiure 
versetzt. Unter gutem Umriihren wird auf dem Wasserbad !/, Stunde 
erwarmt. Man nutscht ab und wascht den Riickstand mit insgesamt 80 cem 
heiBem Wasser nach. Die ammoniakalische Lésung wird mit Chloroform 
extrahiert. Die Weiterverarbeitung geschieht wie beim Harn beschrieben. 
Bestimmung des Coffeins in der Milch. 
EnteiweiBung der Milch mit kolloidalem Eisenhydroxyd. 
50cem Milch werden mit 50cem dialysierter Eisenhydroxydlésung 
(Liquor Ferri oxydati dialysati 5°, Merck) versetzt, etwa 30 Minuten 
' In diesem Falle empfiehlt sich die Zugabe 2 Tropfen 5° iger Ag- 
Lactatlésung und 4 Tropfen 0,8 °oiger Kochsalzlésung. 
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stehengelassen und abgesaugt. Man wascht mit 100 cem kaltem Wasser 
nach. Die klare Lésung wird mit wenig Ammoniak schwach alkalisch 
gemacht und mit Chloroform 4 bis 5 Stunden extrahiert. Der weitere Gang 
der Analyse geschieht wie bei der Bestimmung im Urin. 


EnteiweiBung mit Trichloressigsaure. 

Die Milech wird mit 20°, iger Trichloressigsiure versetzt bis die Losung 
kongosauer ist. Man erwarmt auf 35°C und laBt bei dieser Temperatur 
wahrend 15 Minuten stehen. Dann wird vom Niederschlag abgesaugt und 
mit 4°,iger Trichloressigsiure dreimal nachgewaschen. Das schwach 
triibe Filtrat wird aufgekocht und 1 bis 2 Stunden auf dem Wasserbad 
digeriert. Man saugt ab und waseht mit heiBem Wasser nach. Die klare 
Losung wird mit Ammoniak schwach alkalisch gemacht und mit Chloroform 
extrahiert. Weitere Aufarbeitung wie beim Harn. 


Bestimmung des Coffeins in den Organen und in ganzen Kleintieren. 


Die zu untersuchenden Organe werden durch die Hackmaschine passiert, 
Meerschweinchen werden durch Nackenschlag getétet, enthautet, das Fell 
in Streifen geschnitten und das Ganze durch die Hackmaschine passiert. 
Der erhaltene Brei wird in 2 Liter Wasser | Stunde lang ausgekocht. Man 
nutsecht durch ein Wattefilter ab, wascht mehrmals mit heiBem Wasser 
nach und engt die triibe Lésung auf etwa 600 ccm ein. Die EnteiweiBung 
geschieht durch Zusatz von etwa 100cem 40° iger Eisenchloridlésung. 
Diese wird in kleinen Portionen jangsam zugegeben und die Lésung fort- 
wahrend mit konz. Ammoniak neutralisiert. Man laBt aufkochen, wobei 
sich das EiweifS schén flockig ausscheidet. Nach 5 bis 10 Minuten ist die 
iiberstehende Fliissigkeit klar und kann durch ein Wattefilter leicht ab- 
filtriert werden. Nach Auswaschen des Niederschlags mit heiBem Wasser 
wird die erhaltene Lésung schwach essigsauer gemacht, auf 200 cem ein- 
gedampft und vor der Extraktion eine Bleifallung vorgenommen, wie sie 
beim Harn beschrieben worden ist. Der weitere Analysengang geschieht 
wie dort beschrieben. 


Bestimmung des Coffeins in den Fdzes. 

100 g Fazes werden in etwa 1000 com Wasser suspendiert und | Stunde 
gekocht. Durch Zugabe von 40° ,iger Eisenchloridlésung und nachherigem 
Neutralisieren mit konz. Ammoniak wird die Lésung geklart. Vom Nieder- 
schlag wird abfiltriert, gut nachgewaschen und das Filtrat auf 200 cem 
eingedampft. Die Weiterverarbeitung geschieht wie beim Harn. 


Bestimmung des Cejfeins im Kaffee. 

Die Kaffeelésungen wurden durch einiges Stehen geklart und die 
weitere Analyse wie beim Harn durchgefiihrt. Die nach der gebrauchlichen 
Kaffeeanalyse erhaltenen Chloroformextrakte kénnen natiirlich nach der 
hier dargestellten Methode weiter verarbeitet werden. Vergleichsanalysen 
sind zur Zeit im Gange. 

Identifizierung des Coffeins durch Bestimmung des C-Gehalts. 
Die wasserige L6sung des Riickstandes der letzten Chloroformextraktion 


(siehe d) wird in ein Zentrifugenglas gebracht und auf dem Wasserbad 
auf 2cem eingedampft. Zur erkalteten L6sung setzt man 0,5 cem n,/2 Jod- 
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jodkalilésung und einige Kristalle von Casiumchlorid zu. Entsteht ein 
Niederschlag oder eine Triibung, so wird zentrifugiert und der Niederschlag 
mit etwas n/10 Jodjodkalilésung nachgewaschen. Zur Lésung gibt man 
0.5 cem konz. Salzsiure und lat iiber Nacht im Eisschrank stehen. Nach 
Zentrifugieren wird der erhaltene Riickstand mit wenig n 10 Jodjodkali- 
l6sung ausgewaschen und nach Zusatz von einigen cem Wasser dureh 
Erwarmen gelést. Die Lésung wird ins Veraschungskélbchen der Apparatur 
von Lieb und Krainick iibergefiihrt, darin auf 0,1 bis 0,2 ccm eingedampft 
und die nasse Verbrennung durchgefiihrt !. 

Berechnung: Img _ Coffein 0,497 mg C_ entspricht 1,657 cem 
n/20 verbr. Ba(OH),-Lésung. 


Zusammenfassung. 

1. Es wird eine chemische Methode zur Bestimmung des Coffeins in 
Harn, Blut, Fazes, Organen und im Kaffee beschrieben, die in ihrer 
Empfindlichkeit der biologischen Methode von Friedberg ebenburtig ist. 

2. Bei Zusatzversuchen konnte eine Coffeinmenge von 0,05_ bis 
20 mg mit befriedigender Genauigkeit bestimmt werden. 

3. Im Analysengang werden die N-haltigen Begleitsubstanzen 
weitgehend entfernt. Die Blindwerte entsprechen in der Regel weniger 
als 0,1 mg Coffein. 

4. Zur Identifizierung des isolierten Coffeins werden C- und N-Be- 
stimmungen verwendet. 

5. Es wird eine Modifikation der Coffeingoldchloridfallung nach 
Martini angegeben, welche den qualitativen Nachweis von 1,25 mg-",, 
Coffein noch erlaubt. 


1 Die Apparatur ist von Paul Haack, Wien LX, Garelligasse 4, zu 
beziehen. 











Kine neue Methode zur Bestimmung des Broms im Blute. 
Von 
Roberto Indovina. 
(Aus der medizinischen Universitatsklinik in Palermo.) 


(Eingegangen am 9. November 1954.) 


Die Untersuchungen iiber das Brom und iiber sein Vorkommen im 
Blute und in den Geweben, die in der letzten Zeit in immer gr6Berer Zahl 
und in immer weiterem Umfange vorgenommen wurden, haben die 
funktionelle Bedeutung dieses Elements erkennen Jassen und einen 
Einblick in die zahlreichen und fein abgestimmten Beziehungen ver- 
schafft, die zwischen diesem Halogen und einigen wichtigen Organen 
des Kérpers bestehen. Es haben sich daher zahlreiche Autoren bemiiht, 
Methoden auszuarbeiten, die es gestatten, die Anwesenheit des Broms 
im Blute und in den Organen nachzuweisen und seine Menge zu_be- 
stimmen. 

Die Schwierigkeiten, die dabei auftreten, und die Unsicherheit der 
Ergebnisse sind darauf zuriickzufiihren, daB sich das Brom im Blute immer 
in sehr geringer Menge vorfindet, und zwar immer in Begleitung viel gréBerer 
Quantitaten von Chlor. AuBerdem erfordert die Anwesenheit der organischen 
Substanzen stets eine gréBere Anzahl von chemischen Operationen, um das 
Brom in Freiheit zu setzen, und so kommt es haufig zu teilweisem und 
bisweilen sogar zu vollstandigem Verlust des Broms in der Analyse. 

Diese Schwierigkeiten erklaren die Ergebnisse von Deniger, von 
Baubigny und Chavanne, die sich als erste mit derartigen Untersuchungen 
beschaftigten, wobei sie Methoden anwandten, die sich bei der Brom- 
bestimmung im Wasser und Steinsalz, also anorganischen Substanzen, als 
brauchbar erwiesen hatten, wahrend es nur in wenigen Fallen gelang, die 
Anwesenheit von Brom im Blute sicherzustellen, obwohl auBerordentlich 
groge Mengen des organischen Materials benutzt wurden. 

Unter den Methoden, die in der letzten Zeit unter mikroanalytischen 
Gesichtspunkten ausgearbeitet wurden, ist die von Roman aus dem Labo- 
ratorium von Pincussen am bekanntesten. Sie beruht auf der Oxydation 
des gebundenen Broms zu freiem Brom mit Hilfe von Salpeterséiure und 
Wasserstoffsuperoxyd, Extraktion des Broms mit Chloroform und _ jodo- 
metrischer Titration des Halogens. Die Methode ist von verschiedenen 
Autoren einer scharfen Kritik unterzogen worden, so vor allem von H. Fleisch - 
hacker und G. Scheiderer und von F. L. Hahn. Die ersteren haben gezeigt, 
daB eine vollkommene Oxydation des Broms mit den von Roman und 
Pincussen vorgeschlagenen Mengen H,O, nicht méglich ist, Hahn wies 
auf die Schwierigkeiten hin, die bei der Extraktion des Broms mit Chloroform 
und bei der Waschung des Chloroformextraktes mit Kochsalzl6sung bestehen. 
Weitere Untersuchungen von F. Holtz und Chr. Roggenban, die bekannte 
Mengen von Brom zu verschiedenen organischen Substanzen zusetzten, 
haben die Ungenauigkeit der Methode gezeigt, und Pincussen selbst ver- 
anlaBt, die Ergebnisse seines Laboratoriums mit einem gewissen Vorbehalt 
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zu betrachten. Pincussen schreibt: ,,Auf Grund der jetzigen Erfahrungen 
moéchte ich raten, von weiteren Brombestimmungen nach unserem Ver- 
fahren solange abzusehen, bis der Grund des Versagens vollig geklart ist." 

In allerletzter Zeit sind noch einige andere Methoden vorgeschlagen 
worden, die auf der alten Reaktion von Berglund basieren, von denen einige 
wegen der geringen Empfindlichkeit unbefriedigend sind, andere, z. B. die 
Methode von A. Stoll und Bb. Breuken, die zwar exakt ist, aber wegen 
ihrer langwierigen und komplizierten Technik, bei Ungeubten leicht zu 
fehlerhaften Bestimmungen fiihren kann. 


Neue Methode. 

Aus den Untersuchungen von Guareschi ist bekannt, daB in einer 
farblosen schwefelsauren Lésung von basischem Fuchsin  kleinste 
Mengen von Brom eine violette Farbung hervorrufen, deren Intensitat 
fiir nicht allzu groBe Brommengen der Menge des Halogens pro- 
portional ist (Reaktion von Guareschi). 

In der Absicht, eine Methode zur Brombestimmung im Blute aus- 
zuarbeiten, habe ich mich dieser Reaktion bedient, die sich als sehr 
geeignet erwies, und die es gestattet, bis zu 6 y Brom nachzuweisen. 
Ihre groBe Spezifitat erlaubt es, andere Halogene, im besonderen das 
Chlor, zu vernachlassigen. Die Methode besteht aus folgenden Etappen: 
1. Zerst6rung der organischen Substanz, 2. Freisetzung des Broms in 
der Lésung des Aschenriickstandes, 3. Zusetzen des Fuchsinreagens 
zu der Lésung, die das in Freiheit gesetzte Brom enthalt, 4. kolori- 
metrischer Vergleich der Farbintensitat mit einer Standardlésung, die 
unter den gleichen Bedingungen hergestellt ist. 

Bei Durchfiihrung der erwahnten Prozesse ergab sich die Unméglich- 
keit, einen exakten kolorimetrischen Vergleich vorzunehmen, da die 
Lésung der veraschten organischen Substanz immer gelblich gefarbt 
war und die verschiedenen Farbnuancen, die von den zur Freisetzung 
des Broms verwendeten Reagenzien herriihrten, bisweilen die Farbung 
des Bromfuchsins vollkommen verdeckten und im allgemeinen den 
Farbton so verdnderten, daB ein Vergleich mit der Standardlésung 
undurchfiihrbar wurde. 

Aus ahnlichen Griinden ist man auch von der Verwendung der 
Methode von Bernhard und Ucko abgekommen, die sich ebenfalls der 
Reaktion von Guareschi bedienten und mit deren Hilfe die Autoren 
die ersten annehmbaren Werte fiir die Menge des Broms im Blute und 
in den Organen bestimmen konnten. Den eben erwahnten Schwierig- 
keiten kann man auf zweierlei Weise begegnen: entweder durch Ent- 
fernung der stérenden fremden Farbbeimengungen, oder  mittels 
Extraktion des Dibromfuchsins mit geeigneten Lésungsmitteln. Der 
zweite Weg erwies sich als der weit einfachere, da es so gelingt, die 
farbende Substanz in einem kleinen Flissigkeitsvolumen zu konzen- 
trieren und damit infolge der gréBeren Konzentration eine exaktere 
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kolorimetrische Bestimmung vorzunehmen. Die Zerstérung der organi- 
schen Substanz wird in leicht alkalischem Milieu durchgefiihrt unter 
Benutzung von MgO als FluBmittel. Auf diese Weise kann man den 
ersten Teil der Veraschung bei niederer Temperatur vornehmen, die 
verkohlte Substanz, die das Halogen als Magnesiumsalz enthalt, kann 
dann, wegen der geringen Flichtigkeit der Magnesiumhalogenide, auf 
héhere Temperatur erhitzt werden, was auch mit Riicksicht auf die 
Dauer des Verfahrens von Vorteil ist. 

Bei der Lésung der Asche habe ich darauf geachtet, eine Schwefel- 
saureverdiinnung zu benutzen, welche, unter Beriicksichtigung des an- 
gewandten Magnesiumoxyds, der Lésung einen Gehalt an Schwefelsaure 
erteilt, der dem der Fuchsinlésung entspricht. Diese Vorsicht hat sich als 
niitzlich erwiesen, um eine eventuelle Fallung des Fuchsins aus der schwefel- 
sauren Lésung zu vermeiden. Zur Oxydation der Bromwasserstoffsiiure zu 
freiem Brom habe ich mich, nach Priifung verschiedener anderer Oxydations- 
mittel, des Chlorwassers bedient, das in der von mir verwandten Kon- 
zentration die Reaktion nicht stért. Die Extraktion des Dibromfuchsins 
geschieht am vollkommensten und schnellsten, im Vergleich zu den anderen 
von mir gepriiften Lésungsmitteln, mit iso-Amylalkohol. 

Um den unvermeidlichen experimentelien Fehler, der sich durch den 
Verlust an Substanz bei den verschiedenen Manipulationen ergibt, auf ein 
moglichst geringes MaB zu reduzieren, rate ich, den Standard so herzustellen, 
daB eine Lésung von bekanntem Bromgehalt in derselben Weise wie die 
zu analysierende Substanz behandelt wird. 

Reagenzien. 10% ige KOH, MgO in Pulverform, 7,5 Vol.-° ige H,SO,, 
5° iges Chlorwasser, frisch bereitet, 1°/ ,ige Loésung basisches Fuchsin, 
5 Vol.-°oige H,SO,, n/100 NaBr, iso-Amylalkohol. Zur Herstellung der 
Reagenzien darf man nur reinste, bromfreie Substanzen verwenden. 

Herstellung des Fuchsinreagens. In einen graduierten Zylinder von 
250 cem gibt man 100 cem der 5 %igen Schwefelsaure und dazu 10 cem der 
1° igen Fuchsinlésung, schiittelt um und 1la8t 2 Stunden stehen. Die 
vollkommen farblose Fliissigkeit ist dann gebrauchsfertig. 

Durchfiihrung der Analyse. Aus der Vena mediana cubiti entnimmt 
man 10 cem Blut, gibt es in eine Porzellanschale von 50 cem Volumen, 
fiigt unter Riihren mit einem Glasstab 5 Tropfen der Kalilauge und dann 
'/,g Magnesiumoxyd hinzu, wobei man darauf achtet, daB ein Teil des 
Magnesiumoxyds derart verteilt wird, daB es eine feine Schicht auf der 
Oberflache bildet. Man erhitzt die Schale langsam mit dem Bunsenbrenner 
auf einem durchlécherten Asbestteller bis zur vollkommenen Verkohlung 
der Substanz, dann wird die Schale weiter im Muffelofen bis zur voll- 
kommenen Veraschung der Substanz erhitzt, d. h. solange, bis keine Reste 
der Kohle mehr erkennbar sind. 

Die Asche wird mit 40 cem der 7,5 %igen Schwefelsiure aufgenommen, 
wobei man sorgfaltig mit einem Glasspatel die an der Wand der Schale 
anhaftenden Ascheteilchen ablést. War die Veraschung vollkommen, so 
bleibt kein unléslicher Riickstand. 20cem der Aschenlésung gibt man in 
einen graduierten Scheidetrichter von 100 cem, fiigt nacheinander 2 ccm 
Chlorwasser und 20cem der schwefelsauren Fuchsinlésung hinzu und 
schiittelt kraftig um. Dann gibt man 5cem iso-Amylalkohol hinzu und 
schiittelt abermals. Nach der Trennung der beiden Fliissigkeitsschichten 
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entnimmt man mit einer Pasteurpipette die amylalkoholische, gefiarbte 
Schicht, die nun ohne weiteres zur kolorimetrischen Messung verwendet 
werden kann. 

Herstellung der Vergleichslésung. 1 cem der n/100 Bromidlésung wird 
in einem MeSkolben auf 100 cem aufgefiillt, 5 cem der Verdiinnung werden 
in eine Porzellanschale von 50 cem Inhalt gegeben und 5 Tropfen der KOH 
sowie '/,g Magnesiumoxyd hinzugefiigt. Man verdampft die Fliissigkeit 
auf dem Wasserbad bis zur Trockne, der Riickstand wird dann in der 
gleichen Weise wie die zu untersuchende Substanz weiter behandelt. 

Messung. Man benutzt das Mikrokolorimeter von Hellige, indem man 
die Vergleichslésung in den einen Becher fiillt und ihn auf eine bestimmte 
Hohe (10) einstellt, die zu untersuchende Lésung in den anderen. Die 
Berechnung wird in der iiblichen Weise vorgenommen, unter Beriick- 
sichtigung der Tatsache, daB der Standard 39,96 7 Brom enthalt. 


Experimenteller Teil. 
Eichung der Methode. 

Die erste Untersuchungsreihe diente zur Bestimmung der Empfindlich- 
keit der Methode. Man bereitet eine n/100 Natriumbromidlésung, die also 
in leem 0,000792 g Brom enthalt. Die Konzentration der Lésung priift 
man entweder nach der volumetrischen Methode von Volhard oder gravi- 
metrisch durch Wagung des mit Silbernitrat entstehenden Niederschlags 
von AgBr. 1l0cem der n/100 Lésung werden auf 1000 cem verdiinnt. 
l cem dieser neuen Lésung enthalt also 0,00000792 ¢ = 7,9: Brom. Mit 
einer Biirette miBt man verschiedene Volumina dieser Lésung ab, die die 
in der Tabelle I angegebenen Brommengen enthalten. Die abgemessenen 
Mengen werden dann auf ein Gesamtvolumen von 40 cem verdiinnt, wobei 
Schwefelsaure bis zu einem Gehalt von 5% zugegeben wird. Beim Zugeben 
der Schwefelsiure mu die Fliissigkeit sorgfaltig mit Eis gekiihlt werden. 
Dann gibt man hinzu: 2cem Chlorwasser, das Fuchsinreagens und den 
Amylalkohol. In vielen Fallen ist die Farbung bereits in der wasserigen 
Lésung gut und deutlich erkennbar. Zur Herstellung der Vergleichslésung 
benutzt man Bromwasser, das mittels jodometrischer Titration auf einen 
Bromgehalt von 8 y pro cem eingestellt ist. Die Menge des verwendeten 
Bromwassers wird gemaB den Angaben in der Tabelle I variiert, wobei 
vor der Messung das Gesamtvolumen auf 42 cem gebracht wird, unter 
Zusatz von Schwefelsaure bis zu einer Konzentration von 5°. Fuchsin- 
l6sung und Amylalkohol werden in der iiblichen Weise zugegeben. 

Aus der Tabelle 1 ergibt sich: 1. mit der Methode sind Brom- 
mengen bis zu 7 y herab bestimmbar, 2. den geringsten Fehler erhalt 
man, wenn der Gehalt der Probe nicht weniger als die Halfte und nicht 
mehr als das Doppelte desjenigen der Vergleichslésung betragt. Ich 
habe deshalb als Vergleichslésung fiir die Brombestimmung im Blute 
diejenige mit einem Bromgehalt von 40 y gewahlt. Diese Lésung erlaubt 
es, 20 bis 80 y Brom genau zu bestimmen, entsprechend einem Brom- 
gehalt von 400 bis 1600 y-°, 
vorgenommen wird. Die gleichen Bestimmungen sind unter Zusatz 
groBer NaCl-Mengen vorgenommen worden, ohne wesentliche Ver- 


im Blute, da die Messung an 5 ccm Blut 


schiebung der Ergebnisse. 
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Tabelle II. 





Brom gefunden in ; 


Brom ohne MgO mit MgO 
berechnet 
in 7 Fehler Fehler 
1 2. - 1 2 
15,9 || 10,5 94 5,9 —~ §2 15,2 15.1 0.8 5 
23,9 | 169 18,7 6,1 — 25 23,0 22,8 1,0 4 
31,9 29,2 25.4 3.6 —11 31,6 31,6 0.3 ao Of 
39.9 32.0 37,1 5,3 —13 39,1 39.4 0,6 1,5 
47,8 41,0 41.5 6,6 14 47,0 47,2 0,7 -15 
53.9 50,1 47,2 5,2 10 52.6 52.9 1,2 2,3 
64,0 43,2 50,6 14,6 — 23 63,4 63,4 0.6 — 69 
71,9 56,0 56.4 15,7 — 22 72.3 71,8 | +0,2 —- 08 
79,9 73,6 68.5 SY 11 79,2 79.5 0,5 — 0,6 
dieser Lésung enthalt daher 0,00000799 g 7.9 y Brom. Zu 


wechselnden Mengen dieser Lésung, deren Bromgehalt in der unten 
angefiihrten Tabelle Il zu ersehen ist, werden 2 g Starke, 1 g Glucose 
und 1g Gelatine zugegeben und das Gemisch in Gegenwart von 
Magnesiumoxyd in der iiblichen Weise behandelt. Die folgenden Werte 
sind das Mittel aus sechs Bestimmungen. 


Tabelle III. 








Brom Brom Fehler Brom Brom Fehler 
berechnet | gefunden 7 berechnet gefunden 
; i ? °lo ? Y ? 

15,9 15,0 0.9 6 53,9 52.8 43 2,1 
23,0 23,1 0.8 — 3.5 64,0 63,2 0.8 1,2 
31,3 31.6 + 0,5 + 1,6 71,9 71,5 0.4 — 0.6 
39.9 39,1 0.8 —2 79,9 78,7 1,2 1,5 
47,8 484 + 0,6 + 1,2 


Bestimmung des Broms im Blute. 


Vor der Anwendung der Methode zur Bestimmung des Broms im 
menschlichen Blute, wovon im folgenden einige Beispiele gegeben werden 
sollen, habe ich eine Kontrolle unter Verwendung von Ochsenblut vor- 
genommen. Die sehr grobe Menge des zur Verfiigung stehenden Materials 
(2 Liter) erlaubte die Bestimmung des Broms, nach vorheriger Zerstorung 
der organischen Substanz in Gegenwart von MgO, nach der gravimetrischen 
Methode. Der Riickstand der trockenen Veraschung wurde in Salpeter- 
siure gelést, die Halogene mit Silbernitrat gefillt, wobei, unter Vernach- 
lassigung der sehr geringen Mengen von Jod, die Annahme gemacht wurde, 
daB er nur aus Chlorid und Bromid bestiinde, das Brom dann im Chlorstrom 
verjagt und der Rest zuriickgewogen. Die auf diese Weise bestimmte 
Brommenge betrug 745,2 y-%. 

In der Tabelle IV sind die in demselben Blute mit meiner Methode 
crhaltenen Werte ohne und mit Zusatz von Natriumbromid und Di- 
bromthyroxin angefiihrt. 
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Tabelle LV. 





Ochsenblut + NaBr Ochsenblut + Dibromthyroxin 
Gesamtbrom-Gehalt Gesamtbrom-Gehalt 
y Brom y Brom Fehler aiecclegsilaptacnitt Dance 
grav. kolor. e- ge- —— e- ge- oe 
os ae rechnet | funden Fehler rechnet | funden Fehler 
“lo / 7 0 0 7 7 0 0 
“ <n et 53,1 528 06) 53,1) 540 1,7 
Beam | Seam | Soom |] gor | 709 |+04| 691 | 684) 07 
872y|—= B8iv| — 24 |j 850 | 846 | 95] 850) 850 9 
rs eee " 101.2 1001 Of 1012 1020 +08 
90,4 91,0 +06 90,4 90,2 0,2 
0 ee Vee 0 ee he “se ’ 4g pat ’ 
‘Biot | Bit | Blot | 1064 1052 12 1064 1077 +12 
745y\— 738y| — 09 | 1223 1219 04 1223 1218 04 
Saat sa * 138.5  139,0 0.5. 1385 137.9 0,4 


In 20 normalen Fallen lagen die Bromwerte zwischen 500 und 


a | 0 
AJ. 
700 y-%. 
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Uber die Phosphorverbindungen im Blutplasma der Legehenne’. 


Von 


M. Laskowski. 


(Aus dem Tierphysiologischen Institut der Landwirtschaftlichen Hochschule 
in Warschau.) 


(Eingegangen am 13. November 1934.) 


Der Ausgangspunkt der vorliegenden Untersuchungen war die 
scheinbare Differenz zwischen den Ergebnissen von Lawrence und 
Riddle, die eine Zunahme des Gehalts an  Lipoidphosphor — in 
Hennenserum wahrend der Legezeit um ungefihr 100°, feststellten 
und meinen eigenen Ergebnissen®, in denen ich eine ungefiahr 3! ,malige 
KonzentrationserhGhung des gesamten Phosphors beobachtete.  Dabei 
habe ich in dem Gehailt an séureléslichem Phosphor keine groben Unter- 
schiede festgestellt. Zwecks Aufklarung dieses Widerspruchs leitete 
ich Versuche ein, in denen ich den Gehalt des gesamten Phosphors (P,), 
des anorganischen Phosphors (P,,,). des saureléslichen Phosphors (P,) 
und des lipoidalen Phosphors (P;) im Blutplasma der Nichtlegehennen 
und Legehennen analysierte. 


Methodik. 


Das Material und die Methode des Blutgewinnens waren dieselben wie 
in den vorigen Arbeiten. Zur Verhinderung der Blutgerinnung gebrauchte 
ich citronensaures Ammonium. Alle Phosphorbestimmungen wurden nach 
der Methode von riggs? in der Modifikation von Wartland und Robison ° 
ausgefiihrt. Den Lipoidphosphor bestimmte ich nach der Methode von 
Bloor ®, wobei ich anfanglich dazu eine andere Blutplasmaprobe gebrauchte 
als zur Bestimmung des saureléslichen Phosphors. Wegen scheinbarer 
Widerspriiche der Ergebnisse mit Legehennen bestimmte ich spater nach 
einander alle P-Fraktionen in derselben Plasmaprobe. 

Dabei habe ich folgenden Analysengang eingehalten: In einem Zentri 
fugenglas von 25cem Inhalt wurden 2,0 cem (oder entsprechend mehr) 
Plasma, 6,0 cem Wasser, 2,0 cem 20 %ige CCl,COOH abgemessen, griindlich 
geschiittelt und nach 5 Minuten zentrifugiert (3 Minuten 5000). Wenn ich 
P., bestimmte, fiillte ich einen abgemessenen Teil der Fliissigkeit in einen 
10-cem-MeBkolben, ein zweiter Teil wurde fiir die P,-Bestimmung ver- 
ascht. Den Niederschlag habe ich mit 4% CCl,CQOH ausgewaschen und 
zentrifugiert. Gewoéhnlich bestimmte ich nur P,, da ich mich iiberzeugte, 
da8 er praktisch gleich P,,, ist. (In den Proben, die die Produkte der teil 


' Ausgefiihrt mit Unterstiitzung des ,,Fundusz Kultury Narodowe}". 


* Amer. J. of Physiol. 41, 430, 1916. 3 Diese Zeitschr. 273, 284, 1934. 
14. P. Briggs, J. of biol. Chem. 58, 13, 1922. 5M. Martland u. R. Robison, 
Biochem. J. 20, 847, 1926. 6 Zit. nach M. Labbé u. M. Fabrykant, Le 


Phosphore. Paris 1933. 
20 * 
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weisen Hydrolyse der EiweiBkérper enthalten, ist die Bestimmung von 
P., Schwer; trotz wiederholten Filtrierens gemaéB Shear und Kramer! 
ist die Farbenschattierung manchmal anders als in normalen Proben.) 
In diesen Fallen wurde nach jedem Zentrifugieren die Fliissigkeit sorgfaltig 
mit einer Pipette in einen AKjeldahl-Kolben iibertragen. Der Niederschlag 
wurde mit einer Alkohol-Athermischung (7: 3) versetzt und fiir 12 Stunden 
beiseite gestellt, dann zentrifugiert und die Fliissigkeit in einem Kjeldahl- 
Kolben gesammelt. Diese Extraktion wiederholte ich viermal. Nach 
Abdampfung des Athers und Alkohols veraschte ich den Rest und bestimmte 
P,. Den iibriggebliebenen entlipoidierten Niederschlag trocknete ich in 
einem Thermostaten, léste ihn in HNO,, veraschte, wie zuvor mit Zusatz 
von H,SO, und bestimmte den Phosphorgehalt. Diese letzte Bestimmung 
jst in den Tabellen als - angegeben. 

Die mittels dieser Methode erhaltenen Ergebnisse unterschieden sich 
unbetrachtlich von den Ergebnissen der vorherigen Methode. Ich erhielt 
ein wenig niedrigere Zahlen, wahrscheinlich deshalb, weil ich den bei der 
Bloor-Methode méglichen, durch Lésung eines Teiles des anorganischen 
Phosphors in der Alkohol-Athermischung entstandenen Fehler vermied. 
Schon nach Beendigung der Analysen erschien die Arbeit von H. v. Euler 
und G. Schmidt*, die eine vollstandig ahnliche Methode zur Bestimmung 
der Phosphorverbindungen im Fischtestikel anwandten. Eine gewisse 
Kontrolle der Methode ist die Bestimmung des gesamten Phosphors und 
der Vergleich mit der Summe, die man aus den Bestimmungen der einzelnen 
Fraktionen erhalt. 

Ergebnisse. 

Wie aus den Zahlen der Tabelle I hervorgeht, tritt der Phosphor 
im Blutplasma der nichtlegenden Hennen in zwei Formen auf, und zwar 
als anorganischer Phosphor und als Lipoidphosphor. Die Empfindlich- 
keit der Methode ist zu gering, um etwas Positives iber die Konzentration 
der Phosphorsaéureester aussagen zu kénnen. Die Summe des lipoidalen 
und saureléslichen Phosphors bei Nichtlegehennen ist unter Beriick- 


Tabelle I. Phosphorverbindungen im Blutplasma 
nichtlegender Hennen. 





Versuch Henne Pan Ps Pe Pi Ps+Pi Pg Pg -(Ps+P2) P, 
Nr. Nr. ng/cem mg/cem, mgicem mg/eem mg/ccm mg/ecm mgicem mg/cem 
7 o 117 0,048 0,055 0,097 0,083 0,138 0,121 —0,017 
10 333 | 0,026 | 0,026 0,000 0.117 | 0,148 0,143 0,000 
15 365 = 0,033 | 0,085 0,002 0.095 | 0,130 0,136 0,006 Spur 
16 322 0.025 0,024 —0,001 0,087 0,11 0,115 0,003 
20 153. 0,027 0,030 0,003, 0,089 | 0,119 0,111 > — 0,008 
25 o 561 . 0.038 — 0,094 | 0,132 0127 —0,005 Spur 
32 o 53 . 0.038 - 0,062 0,100 0.104 0.004 ~>0,.003 
Durch- 
schnitt ~ — 0,088 0,002 0,099 0.125 0,122 —0,002 
1 J. of biol. Chem. 79, 105, 1928. — ? H. wv. Huler u. G. Schmidt. 


Zeitschr. f. physiol. Chem. 225, 92, 1934. 
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sichtigung der Genauigkeitsgrenzen der Methode gleich dem gefundenen 
Gesamtphosphorgehalt (P, + P, = P,). 


Bei Legehennen (Tabelle 11) andern sich gleichzeitig mit einer 
Zunahme von P, die Verhiltnisse der einzelnen Bestandteile zueinander. 
Ebenfalls liegt die Konzentration der Phosphorsdureester bei Lege- 
hennen auBerhalb der Empfindlichkeitsgrenzen der Methode. Was den 
anorganischen Phosphor, oder, was dasselbe bedeutet, den saure- 
loslichen Phosphor anbelangt, so entsteht eine unbetraéchtliche Zunahme 
dieses Bestandteiles. was ich schon in meiner vorigen Arbeit festgestellt 
hatte. Nach meinen derzeitigen Berechnungen! trat dieser Zuwachs 
erst bei einem Wahrscheinlichkeitskoeffizienten \on 0,5 in Erscheinung. 
Jedoch haben Benjamin und Hess? eine Vermehrung des anorganischen 
Phosphors bei Legehennen nicht gefunden, und die schon nach Be- 
endigung dieser Arbeit ver6ffentlichte Beobachtung von Heller, Paul 
und Thompson® zeigt sogar eine unbetrichtliche Verminderung, ebenso 
P, wie P,,. Der Gehalt an Lipoidphosphor im Plasma der Legehennen 
ist, mit dem der Nichtlegehennen verglichen, zweimal so hoch wie es 
schon Lawrence und Riddle (1. c.) beobachtet hatten. 


Tabelle II. Phosphorverbindungen im Blutplasma der 
Legehennen. 





Versuch Henne Pan Ps P. P; Psg+Pi Po Pq (Ps+P2) Pp 
Nr. Nr. mg cem mgicem mgcem mg,cem mgcem mg,cem mg,cem mg,cem 
6 152. 0,052 0,054 0,002 0,431 9,485 0,591 0,105 
y 151 0,044 9.046 0,002 0.338 0,384 0,539 0,155 
10 24 0,058 0,055 - 0,003 | 0.280 0.335 0,473 0.135 
11 108 0.048 0.048 0.000 0,162 0,210 0,302 0.992 
12 109 0,068 0,069 0,091 0,232 0.301 0,384 0,083 0.081 
17 112 0,062 0.067 0,905 0.164 0,231 0,303 0,072 
18 114 0,044 0045 0,001 O110 0155 0,203 0,048 
19 35 «0.039 9,041 30,002) 0.128 0169 0,228 0,059 
14 199 0,039 0,083 0,003 0131 0,164 0.204 0.041 0,041 
33 365 — 0,040 -- 0.317 0,357 0,490 0,133 0.151 
38 322 oo 0,043 - 0.145 0188 0,242 0,054 0,040 
Durch- 
schnitt — 0,049 0,001 0,222 0,271 0,360 0,089 


Aus dem Vergleich von Tabelle I und II geht ebenfalls hervor, 
daB der Widerspruch zwischen den Ergebnissen von Lawrence und 
Riddle und meinen nur scheinbar ist und darauf beruht, daB wahrend 
der Legezeit eine neue Fraktion des Phosphors auftritt. Im Zusammen- 


1 M. Laskowski, diese Zeitschr. 260, 230, 1933. — ? H. R. Benjamin 
u. A.F. Hess, J. of biol. Chem. 103, 629, 1933. — * V.G. Heller, H. Paul 
u. R.B. Thompsen, J. of biol. Chem. 106, 357, 1934. 
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hang mit der Fortpflanzungsperiode tritt auBer quantitativen Ver- 
‘inderungen cine qualitativ neue Erscheinung hervor. Bei Legehennen 
ist namlich die Summe des lipoidalen und des saureléslichen Phosphors 
immer kleiner als der Gesamtgehalt an Phosphor (P, + P, < P,). 
Wendet man die Methode der aufeinanderfolgenden Bestimmung 
einzelner Fraktionen an, so stellt man fest, daB im Eiwei®niederschlag 
ein bedeutender Teil des Phosphors verbleibt, der sich mittels Alkchol- 
Athermischung nicht extrahieren ]a8t und der der fehlenden Phosphor- 
menge entspricht. Die ven Heller, Paul und Thompson gegebenen 
Diagramme berechnend, sehen wir, dab die Verfasser den meinen 
ahnliche Ergebnisse erhalten haben: nimlich bei nichtlegenden Hennen 
(P, + P, = P,) = 0,060 -- 0,040 = 0,100, bei Legehennen (P, + P, 
P,) = 0,040 -- 0,0140 < 0,260. 

Man kann annehmen, daB in der Legezeit ein neuer Typus der 
Phosphorverbindungen oder ein neuer Typus der Bindungen auftritt. 
Zieht man die zweite Alternative in Betracht, so scheint es am wahr- 
scheinlichsten, daB ein Teil der Lipoide so stark durch das Eiweib 
gebunden ist, daB er sich nicht mit einfachen Methoden extrahieren 
la Bt. 

Zur Prifung dieser Vermutung fiihrte ich folgenden Versuch aus: 
Von mehreren cem Plasma (aus einigen Legehennen) fallte ich das 
KiweiB mittels Trichloressigsiure zwecks Abtrennung von P, aus. 
Nach dem Auflésen des Niederschlags in der Lauge entfernte ich die 
Lipoide nach der Widdowson-Methode!. Ein Teil des von Lipoiden 
befreiten und getrockneten EiweiBes wurde ginzlich mittels 30 °Ciger 
KOH hydrolysiert, sodann wurden die Fettsiuren extrahiert und nach 


Tabelle II. Fettsauren- und Phosphorgehalt des entlipoidierten 
EiweiBes aus Legehennenblutplasma. 





7 


Versuch Kiweif oa _Fettsturen P ___ Fettsauren 
Nr. mg mg 0/5 mg 0)5 P 
26 127.2 0,42 0,33 - - 
145.4 0.38 0,27 — 
143,4 0,47 0,33 — — 
190.3 0.76 0,36 _ — 
32,1 ~ — 9,029 0.091 
60.7 — 0.054 0,089 
Durchschnitt —- 0,32 - 0,090 3,6 
27 333,1 0.77 0,23 — — 
35,0 — 0,058 0,165 
71,8 - -- 1.128 0,180 
Durehschnitt - — 0,23 — 0,172 1,3 


' EB. M. Widdowson, Biochem. J. 27, 1321, 1933. 
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der Methode von Katsura und Hatakeyama! bestimmt. Im zweiten 
Teile desselben Praéparats nahm ich nach dem Veraschen die Phosphor- 
bestimmung vor. Die Ergebnisse sind in der Tabelle 11] zusammen- 
gestellt; wir sehen, daB das Verhaltnis Fettsaiuren : Phosphor verander- 
lich ist und auf keinem Fall dem Lecithin entspricht. 

Um sich zu versichern, daB der im EiweiBniederschlag bleibende 
Phosphor kein Lipoidphosphor ist, fiihrte ich noch Versuche aus, in 
denen das Blutplasma der Legehenne oder das von ihm erhaltene EiweiB 
der Wirkung proteolytischer Enzyme unterworfen wurde. Die Ergebnisse 
dieser Versuche sind in der Tabelle IV dargestellt. Aus den angegebenen 
Zahlen sehen wir, daB Pepsin den im EiweiB vorhandenen Phosphor 
nur zu 25 bis 30°, Papayotin bis zu 70%, abspaltet. Wenn der Phosphor 
im EiweiBniederschlag in Form von Lecithin zuriickgehalten ware, 
miuBte man erwarten, daB nach teilweiser Hydrolyse des KiweiBes 
das Lecithin frei wiirde und demgemaB die Fraktion P, sich auf Kosten 
der sich verkleinernden Fraktion P,, vermehren wiirde. Das geschieht 
aber nicht, sondern auf Kosten des sich vermindernden P,, wachst P,. 

Die Versuche der Tabelle I] und IV widerlegen die Vermutung, 
daB ein Teil des Lipoids bei Legehennen besonders fest mit dem Eiwei 
verbunden ist. Es bleibt also nur die zweite Moglichkeit tibrig, daB in 
dem Plasma der Legehenne ein Teil des Phosphors im EiweiB eingebaut 
ist. Ks blieb zu unterscheiden, ob ein Nucleoproteid oder Phospho- 
proteid vorliegt. 

Ich fiihrte vor allem einen Versuch aus, in dem das EiweiB durch 
Koagulation bei Gegenwart von 12,5° iger NaCl in der Siedetemperatur 
nach Javilliers Methode® niedergeschlagen wurde. Nucleoproteide 
koagulieren unter diesen Bedingungen nicht. Ich bestimmte die einzelnen 
Fraktionen des Phosphors sowohl im Koagulat als im Filtrat, aus dem 
der Rest des nicht koagulierten EiweiBes mittels Trichloressigséure 
ausgefallt wurde. Aus den Zahlen der Tabelle V ersehen wir, da®B nur 
unbetiachtliche Mengen des Lipoid- und EiweiBphosphors nach der 
Koagulation in der Lésung geblieben sind. 

Der am meisten tberzeugende Beweis fiir das Auftreten von 
Nucleoproteid ist die Anwesenheit der Purinbasen. In der Tabelle VI 
gebe ich die Ergebnisse der Versuche an, in denen ich den Purinstickstoff 
nach Hydrolyse mit 5° iger H,SO, in der Siedetemperatur und nach 
zweimaligem Niederschlagen mit Kupfer (Methode Kriiger-Schittenhelm) 
im Gesamtplasma der Legehenne und in dem aus ihin gefallten EiweiBb 
bestimmte. Aus diesen Versuchen geht hervor, da sich die geringen 


1S. Katsura u. T. Hatakeyama, diese Zeitschr. 234, 462, 1931. — 
2 Zit. nach M. Labbé u. M.Fabrykant, Le Phosphore. Paris 1933. 
3 Vel. J. M. Zdunkiewicz, Acta Biol. Exper. 4, 241, 1930. 
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Tabelle V. Verteilung der Phosphorverbindungen nach 
Koagulation der EiweiBkérper gemaB Methode von Javillier. 
Versuch 29. Legehennenblutplasma P, = 0,240 mg/ccem. 





30 Min. auf dem Wasserbade mit 12,5°, NaCl gekocht 


Normal , zusammen im Koa- 

im Koagulat im Filtrat ons ao > eae 
mg ccm mg cem mg cem mg ccm 
Was set ek ee 0,039 - 0.040 0.040 

“ye Se a ae ae me 3) 135 O,00% b> 

, 0,130 0.13 1.009 0,144 
_ Seems 0,071 0,068 0,003 0.071 
Py berechnet . 0,231 . 0,255 


Tabelle VI. Gehalt des purinbasischen Stickstoffs und Phosphors 
im Blutplasma und im Plasmaeiwei8 der Legehenne. 





Von Lipoiden befreites Nach Widdowsons 
Ver Gesamtplasma EiweiB bei py etwa 4,3 Methode dargestelltes 
er- Miweif 
such niedergeschlagen Fiweib 
“ : . " - 
Np Po Np I N; 
Nr. mg L00cem mg/l00c¢em mg/100 ¢em mg 100cem %loo %/ 00 
30 1,99 25,0 _ 7,5 — 
34 1,81 56,0 0,8 10,2 —_ 
36 ; — - 0,139 2,0 


Mengen des Purinstickstoffs auf keinen Fall mit den getundenen 
Phosphormengen decken und wahrscheinlich aus der Harnsiure 
stammen. Aus den angegebenen Versuchen in der Tabelle V und VI 
geht hervor, daB der EiweiBphosphor im Plasma der Legehenne kein 
Nucleoproteidphosphor ist. 

Die Feststellung dieser Tatsache ist schon ein gewisser Beweis zugun- 
sten des Vorliegens von Phosphoproteid. Auf positive Weise unterstiitzen 
diese Behauptung die in der Tabelle VII und VIII angegebenen Versuche. 
Ich bediente mich bei ihnen der Methode von Needham und Needham’, 
die ebentalls v. Euler und Schmidt (1. c.) anwandten, und die auf Hydro- 
lvse mit 1 °¢iger NaOH bei etwa 37° beruht. Unter diesen Bedingungen 
spalten die Phosphoproteide vollstandig den Phosphor ab, wahrend 
der Phosphor der Nucleoproteide keiner Abspaltung unterliegt. In der 
Tabelle VII sind Versuche angegeben, in denen das mittels ‘Trichlor- 
essigsiure niedergeschlagene und entlipoidierte EiweiB (Abtrennung P, 
und P,) einer Hydrolyse unterzogen wurde. In den Versuchen der 
Tabelle VIII gebrauchte ich das genau nach der Widdowson-Methode 
gewonnene und demnach ein wenig P, enthaltende Praparat und 
auBerdem ein nach eigener Methode durch Fallung im isoelektrischen 


1 J. Needham u. D. M. Needham, J. of exper. Biol. 7, 317, 1931. 
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Tabelle VII. Hydrolyse des GesamteiweiBes aus dem Legehennen- 
blutplasma mit 1% NaOH bei 39°. 





P 
’ 8 ) 

Po Ps Pi Pp nach Po 
bestimmt Hvdrolyse berechnet 


mgjcem mg cem mg/cem mg ccm mg ccm mg ccm 
Normal .... . |} 0,812 
0,033 0,158 0,096 - 0,287 
a cs, Wiis 0,033 0,151 0,094 0,278 
Hydrolysiert 24> . > 0,006 0,095 
2 , Spuren 0,094 
24 tw ” (),095 
Tabelle VIII. Hydrolyse der aus dem Legehennenblutplasma 


dargestellten Proteine mit 1% NaOH bei 39°. 





Ver- Zeit der | Gewicht P. Py 
such Darstellungs- Hydrolyse jder Probe” va fe a! F 
methode . 
Nr. Std. mg mg 0 mg 0/, 
37 Methode 0 96,6 0,078 0,081 0.151 0,156 
Widdowson 24 196.8 0,278 0,262 0,000 0,000 
39 Nieder- 0 21,9 Spuren _ 0,146 9.66 
veschlagen bei 0 18,4 Me 0,120 0.65 
Pu etwa 4,3 und 24 28,4 0.187 0.66 0.000 -~ 
entlipoidiert 24 17,7 0.119 0,67 0,000 


Punkt (pu etwa 4,3) erhaltenes Praparat. In allen Fallen wurde der 
ganze Phosphor abgespalten. AuBer diesem Hauptbeweis muB man 
zugunsten des Vorliegens von Phosphoproteid noch hervorheben, dab 
fiir seine Anwesenheit die Tatsache spricht, da Pepsin nur etwa 
30°, P, abspaltet, was Blackwood und Wishard' fiir Vitellin fest- 
stellten; sowie auch die Tatsache der Ausfallung im isoelektrischen 
Punkt. | 


Versuche zur Isolierung dieses Phosphoproteids sind im Gange. 


Zusammenfassung. 

Auf Grund dieser Ergebnisse kénnen wir behaupten, daB im Plasma 
der Henne wahrend der Legezeit Phosphoproteid auftritt, das bei den 
nichtlegenden Hennen, wenigstens in den Genauigkeitsgrenzen der 
angewandten Mcthode, nicht vorhanden ist. 


! H.J. Blackwood u. G. M. Wishard, Biochem. J. 28, 550, 1934. 








Uber den Stoffwechsel der Purpurbakterien. II’. 
Von 
Hans Gaffron. 
(Aus dem Kaiser Wilhelm -Institut fiir Biochemie in Berlin-Dahlem.) 


(Eingegangen am 8. Dezember 1934.) 


Mit 5 Abbildungen im Text. 


In dieser Mitteilung wird folgendes behandelt: Kultur der Purpur- 


bakterien im infraroten Licht. — Methodik der Stoffwechselmessungen. 
Das Verhalten der Purpurbakterien gegeniiber Sauerstoff und das 
Vorkommen von Katalase. — Die Reaktion zwischen Kohlensaéure und 
Fettsauren in Purpurbakterien. Assimilationswert. — Braunbakterien. 
Assimilationsgeschwindigkeit und Konstitution der Substrate. Die 
Reduktion von Kohlensaéure und von Nitrat in Wasserstoff. Die Re- 
duktion von Carbonsaéuren in Wasserstoft. — Das Assimilationsprodukt. 


— Protokoll (Beispiel). 


1. Kultur der Purpurbakterien im infraroten Licht. 

In orientierenden Versuchen habe ich festgestellt, dal auch die 
Purpurbakterien, ebenso wie die roten Schwefelbakterien? die Energie 
des infraroten Lichtes ausniitzen kénnen. Diese Eigenschaft macht es 
méglich, in wenigen Tagen Rohkulturen zu gewinnen. Wenn Erd- oder 
Schlammproben mit Nahrlésung vermischt dem Tageslicht oder weiBem 
kiinstlichem Licht ausgesetzt werden, wie das bisher iblich gewesen ist, 
so entwickelt sich auch in geschlossenen Flaschen eine iippige Algen- 
vegetation. Das Erscheinen der Purpur- und roten Schwefelbakterien 
beschrankt sich, wenn sie uberhaupt zur Entwicklung kommen, auf 
kleine Stellen in den unteren Schichten des Bodenschlammes. Die 
starke Sauerstoffproduktion der assimilierenden Algen verhindert ein 
weiteres Wachstum und la8t manchmal die im Entstehen begriffene 
Kolonie wieder eingehen. 

Bringt man von zwei in gleicher Weise mit Grabenschlamm und 
Nahrlésung gefiillten Flaschen eine in einen Kasten, der ein Fenster aus 
Infrarotglas (RG 9, Schott und Genossen, Jena) besitzt, so wird in dieser 
Flasche das Wachstum der Algen vollig unterdriickt. Die Anaerobiose 
ist vollsténdig. Schon nach wenigen Tagen — man belichtet am besten 
mit einer vor das Fenster gestellten Metallfadenlampe ist die dem 

' T. Mitteilung, diese Zeitschr. 260, 1, 1933. Literatur vollstandig bei 


van Niel, Arch. f. Mikrobiol. 3, 1, 1931; ferner F. Muller, ebenda 4, 131, 1933. 
— * H.Gafiron, diese Zeitschr. 269, 447, 1934. 











302 H. Gaffron: 


Licht zugekehrte Flaschenwand dicht besetzt mit einem braunroten 
Belag der verschiedensten Purpurbakterien. Nach 1 Woche etwa ist 
dann der ganze Inhalt der Flasche rot gefarbt. Welche Bakterien sich 
am raschesten entwickeln, hangt von der Zusammensetzung der Nahr- 
lésung ab. Die mit unfiltriertem Licht bestrahlte Flasche ist in der 
gleichen Zeit durch massenhaft gewachsene Algen griin geworden. 

Selbstverstandlich hat es keinen Sinn, algenfreie Massen- oder 
Reinkulturen von Purpurbakterien weiter im infraroten Licht zu 
kultivieren. 

Im iibrigen habe ich die Methode der Massenkulturen beibehalten?, 
mit dem einzigen Unterschied, daB gelegentlich in den Nahrloésungen 
Natriumnitrat durch Ammoniumchlorid, Butyrat durch Malat ersetzt 
worden ist. Ferner habe ich die Bakterien in Hefesaft nur 24 Stunden 
wachsen lassen, dann in reine Bicarbonat-Butyratlésung umgesetzt und 
weitere 24 Stunden belichtet. 


2. Methodik der Stoffwechselmessungen ; 
Substrate, Suspensionsfliissigkeit. 


Der Gaswechsel wurde wie friiher manometrisch nach der Methode von 
O. Warburg gemessen. Um eine gleichmaéBige Belichtung nebeneinander- 
hangender ManometergefaBe zu erzielen, habe ich die Form des Thermostaten 
und der Beleuchtungseinrichtung geandert. Der Thermostatenkasten aus 
innen verzinktem Kupfer hat die MaBe 70 20x 40cm und hat auf der 
der Schiitteleinrichtung gegeniiberliegenden Seite ein Glasfenster von 
65 15em. Dicht an der AuBenseite des Fensters befindet sich eine Osram- 
Soffittenlampe zu 250 Watt Stromverbrauch, deren Leuchtfaden eine 
Lange von 11 bis 12 cm hat. Innerhalb des Thermostaten wirft ein schrager 
Spiegel das Licht auf die Bodenfliche der ManometergefaBe, die auBerdem 
von der Seite direkt bestrahlt werden. Zwei symmetrisch zur Mitte des 
Leuchtfadens orientierte gleich groBe GefiBe geben dann bei gleicher 
Fiillung gleiche Ausschlige. Mit Hilfe eines Metallschiebers am Fenster, 
eines die Halfte des Thermostaten abschlieBenden Deckels und schwarzer 
Tiicher kann der Thermostat verdunkelt werden. Er wird mit destilliertem 
Wasser gefiillt. Der Riihrer befindet sich schrig gestellt an einer Schmal- 
wand des Kastens. Die Heizung erfolgt elektrisch und wird durch Kontakt- 
thermometer und Relais reguliert. Die Temperatur bleibt innerhalb 0,05° 
konstant. Bei allen hier beschriebenen Versuchen betrug sie 36,89. 

Bei den Assimilationsmessungen wird die zu untersuchende Substanz 
zundchst innerhalb des ManometergefiBes von den Bakterien getrennt 
gehalten, in ein oder zwei sogenannten Ansatzbirnen. Dies ist notwendig, 
weil die Bakterien je nach der Menge der in der Zelle gespeicherten Stoffe 
bei Belichtung schon ohne jeden Zusatz negative Drucke erzeugen, die eine 
genaue Messung unméglich machen. Man belichtet daher so lange, bis diese 
Druckainderungen verschwunden oder wenigstens sehr klein geworden sind 
gegeniiber den bei der Messung zu erwartenden. Auch dann ist es notwendig, 
neben jedem Versuch eine entsprechende Kontrolle zu beobachten und in 
Rechnung zu setzen. Hierbei hat sich aber gezeigt, daB eine volle Korrektur 


! Diese Zeitschr. 260, 1, 1933. 
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offensichtlich zu niedrige Werte gibt, verglichen mit Versuchen, bei denen 
die Ausschlage des KontrollgefaBes wegen ihrer Kleinheit voéllig zu ver- 
nachlassigen sind. Dies erklare ich mit einer Verdrangung der Zellinhalts- 
stoffe von den Reaktionsorten durch das zugesetzte Substrat, solange die 
Konzentration des Substrats groB ist gegeniiber den Konzentrationen der 
assimilierbaren Stoffe in der Zelle. Die Korrektur ist also erst von dem 
Zeitpunkt an voll einzusetzen, wo die Geschwindigkeit der zu messenden 
Reaktion stark abzufallen beginnt. Da sich hierbei eine gewisse Willkiir 
nicht vermeiden laBt, habe ich nur solche Messungen beriicksichtigt, bei 
denen die Ausschlage im KontrollgefaB nicht mehr als etwa 5° der Aus 
schlage im VersuchsgefaB betragen haben. Uber die Genauigkeit der mano- 
metrischen Methode unterrichten die Falle, in denen keinerlei Reaktion 
stattgefunden hat, und wo die Endwerte daher den Anfangswerten gleich 
sind (vgl. Tabelle VIII). 

Die Endwerte bei Assimilationsmessungen zeigen nun eine Strewung, 
die weit gréSer ist als die Fehlergrenze der Methode, und deren Ursache 
daher in den Bakterien selbst zu suchen ist. Kulturdauer und Ernahrungs- 
zustand lassen sich schwer ganz gleichmaBig gestalten. Am besten ist es, 
Bakterien aus jungen Kulturen mehrmals auf der Zentrifuge mit destilliertem 
Wasser zu waschen. Hierbei wird der gréBte Teil der Assimilate veratmet. 
Der Gaswechsel der PB.' in Stickstoffkohlensiure ist dann nach kurzer 
Vorbelichtung Null. Die PB. werden durch den Aufenthalt an der Luft 
bei niedriger Temperatur nicht abgetétet (siehe Abschnitt 3). Eine Ver- 
falschung der Versuchsergebnisse durch Verunreinigungen mit fremden 
Bakterien ist nur zu fiirehten, wenn diese fremden Bakterien PB. mit einem 
abgeanderten Stoffwechsel sind (vgl. Abschnitt 5). Fast alle meine Massen- 
kulturen von Rhodovibrio enthielten als Verunreinigung Braunbakterien. 
Da diese sich beim Zentrifugieren viel schwerer absetzen und, soweit sie 
abgesetzt sind, sich viel leichter aufschwemmen lassen, werden sie beim 
fraktionierten Zentrifugieren in engen Réhrchen vollstandig abgetrennt. 
Trotzdem ist es denkbar, da bei einer Wiederholung quantitativer Messungen 
mit absoluten Reinkulturen von Rhodovibrio die hier mitgeteilten Assimila- 
tionswerte eine Korrektur erfahren kénnen. 

Eine andere Fehlerquelle ist die Unreinheit der als Substrat benutzten 
Fettsiuren. Selbst manche als reinst bezeichneten kéuflichen Praparate 
enthielten bis zu 6% Verunreinigungen. Ich habe méglichst synthetische 
Produkte benutzt. Einige davon wurden nochmals fraktioniert. Die Lésung 
der Substrate wurde hergestellt durch Abwigen einer gewissen Menge 
Carbonsaéure und Titration mit der berechneten Menge Natronlauge. Nur 
wenn Einwage und Titration iibereinstimmten, wurde die Lésung verwendet. 
Alle Sauren sind stets in Form ihrer Na-Salze zugesetzt worden. 

Eine ganze Reihe von Messungen sind mit Phosphatpuffer als 
Suspensionsfliissigkeit ausgefiihrt worden. Héhere Konzentrationen an 
Phosphat geben ungenaue Resultate, wahrscheinlich weil sie zu unphysio 
logisch fiir PB. sind. Die verwendeten verdiinnten Puffer, in einer Kon- 
zentration von m/20 bis m/60 haben eine geringe Resistenz. Es ist namlich 
zu beachten, daB jede bei der Assimilation verschwundene Carboxylgruppe 
ein Aquivalent Alkali frei gibt. Gliicklicherweise scheint Rhodovibrio 
gegen Schwankungen der Wasserstoffionenkonzentration zwischen py 7 
und 8 ziemlich unempfindlich zu sein. Quantitative Messungen in ver 


' PB. abgekiirzt fiir Purpurbakterien. 











304 H. Gaffron: 


diinnten Phosphatl6sungen, wobei der Gasraum der Manometer mit reinem 
N, oder H, gefiillt wurde, haben sich ohne Schwierigkeiten durchfiihren 
lassen. Im iibrigen wurde wie friiher in verdiinnter Bicarbonatlésung im 
Gleichgewicht mit einem Gemisch von 95% N, und 5% CQ, gearbeitet. 


3. Verhalten der Purpurbakterien gegeniiber Sauerstoff 
und Vorkommen von Katalase. 


Da die Bakterien auf der Zentrifuge einige Zeit mit dem Sauerstoff 
der Luft in Beriihrung kommen, waren einige orientierende Versuche 
aber den KinfluB des Sauerstoffs erwiinscht. Tabelle I zeigt, daB PB., 
die in Phosphatlésung suspendiert, auch bei Belichtung keine Druck- 
ainderungen im Manometer bewirken, nach Beimischung von Sauerstoff 
zur Gasfiillung des Manometers eine langsam steigende Atmung auf- 
weisen. Der Sauerstoff wurde in diesen Versuchen einem durch einen 
Schliff verschlieBbaren Ansatz des ManometergefaiBes entnommen, der 
unabhangig vom Hauptraum mit Luft gefiillt werden konnte. Aus 

Tabelle I geht weiter 
Tabelle lL. Vergleich der Absorption von — hervor, daB Wasserstoff 
Sauerstoff durch Purpurbakterien in jm Versuch mit Sauer- 

Stickstoff und in Wasserstoff. stoff nicht als indiffe- 

Je 120cmm Zellen suspendiert in 3 cem m/80 


: rentes Gas zur Fillung 
Phosphatlésung. px 7,2. 0,2 cem 6 °%ige KOH : 8 





im Kinsatz zur Absorption von CQ,. T' = 36,8°. der Manometer benutzt 
werden kann. PB. kata- 

Ho No lysieren, wie es scheint, 

mm Druckanderung bereits im Dunkeln die 

Knallgasreaktion. Bei 

20 Min. hell . + 9 | + 2 Belichtung steigt der 
Dunkel . . . . +650emm 0,| + 710emm O, — Sauerstoffverbrauch von 
15 Min. dunkel . — 20 — 6 PB., die keine assimilier- 
" ae = 2, ~ baren Substanzen ent- 
ee heir 36 eh halten, nicht iiber den 


Dunkelwert. Da _ die 
Methode, kleine Mengen Sauerstoff aus einem kommunizierenden 
SeitengefaB in den Hauptraum strémen zu lassen, unbequem war, und 
die Menge des Sauerstoffs nur berechnet, nicht direkt gemessen werden 
konnte, habe ich sie durch eine andere ersetzt. PB. enthalten, obgleich 
sie streng anaerob wachsen, Katalase. Zugefiigtes Wasserstoffperoxyd 
wird daher zersetzt, und zwar so rasch, daB der entstandene Sauerstoff 
manometrisch gemessen werden kann, bevor ein merklicher Teil davon 
in der Atmung verbraucht wird. 
Der in Tabelle Il wiedergegebene Versuch zeigt, daB Zusatz von 
assimilierbaren Substanzen, in diesem Falle Acetat, die Sauerstoff- 
aufnahme auf das Drei- bis Vierfache steigert. LaBt man die PB. einige 
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Tabelle I]. Atmung und Acetatassimilation der Purpurbakterien 
in Gegenwart kleiner Mengen Sauerstoff. 
Je 2ccm Suspension mit 80emm Zellen: m/500 NaHCO,. Gas: 95% Ng, 
5% CQ,. T = 36,89. 





1 2 3 | 4 


| 2eem Suspension 2cem Suspension 


| 2eem Suspension ; 
Hauptraum +--+ ++ eee oy iced + 0,2cem m/20 + 0,2cem m/20 Na- 
\ ohne Zusatz Na-Acetat Acetat + 5eem H,0 
MOMAG 4s 55> 60 3 — 0,1 cem etwa m/10 Ho» in ‘allen GefuBen : 
Dunkel, zur Zeit ¢ 0, 
H, Og eingekippt nach 
MNOS eos he eG +10lemm 0, + 106cemm 0, + 100 emm 0, 
: - 6 0. — 57emm Og* 
' 0 | 1 , 2 2 
Dunkel, Atmung 80 Min. . i+ 4 COs +14, CO, 


Hell, Assimilation 30 Min. Ocmm CO, -~Lemm CO, O0cmm CO, 


Bakterien 2 Std. im Dunkeln und anschliefend 2 Std. im Licht bewegt: 
0,2cem m/20 
Na-Acetat 
neu zugesetzt 
Hell, Assimilation 15 Min. Oemm CO, —150emm CO, — 10 emm CO, 


* Berechnet nach den Formeln fiir einfache Manometer. ©. Warburg, Stoffwechsel der 
Tumoren. Berlin, Jul. Springer, 1926. 


Zeit Sauerstoff verbrauchen — wobei ein Viertel der veratmeten Sauer- 
stoffmenge als Kohlensiure erscheint — und belichtet dann, so heben 
Assimilationstatigkeit und Atmung einander auf. Man _ beobachtet 
keine Druckaénderungen. In einem anderen Falle (Zusatz von Butyrat) 
yar die Atmung im Dunkeln kurz nach einer Assimilationsperiode 
dreimal so groB wie vorher. Assimilate werden also besonders leicht 
verbrannt. 

Im Versuch der Tabelle I] wurden nach langerer Zeit, wahrend der 
der Sauerstoff durch die PB. vollstandig verbraucht worden war, 
erneut belichtet, mit dem Ergebnis, daB die PB. zugesetztes Acetat 
jetzt wieder normal] assimilieren konnten. Es ist danach sicher, dab 
geringe Mengen Sauerstoff die Bakterien nicht schidigen, und daB die 
Spuren von Sauerstoff, die beim Fiillen der Manometer mit Stickstoff 
im GefaéB bleiben, schon nach kurzer Zeit verschwunden sind ; besonders 
in Gegenwart assimilierbarer Substanzen und bei Belichtung. 

4. Die Reaktion zwischen Kohlensiure und Fettsiuren 
in Purpurbakterien, Assimilationswert. 


In der I. Mitteilung! habe ich darauf aufmerksam gemacht, dal 
die pro Mol organischer Substanz verbrauchte Kohlenséure zwar mit 
dem Molekulargewicht der Substanz ansteigt, dies aber mit einer auf- 


1 Diese Zeitschr. 260, 1, 1933. 
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fallenden UnregelmaBigkeit tut. Um mich zu vergewissern, ob diese 
Schwankungen mehr zufalliger Art waren, durch den wechselnden 
Zustand der Bakterien und die Unreinheit der Praparate zu erklaren, 
oder ob sie im Wesen des Assimilationsvorganges begriindet seien, habe 


Tabelle Ill. Assimilationswerte einiger Fettsiuren in Purpur- 
bakterien. Rhodovibrio, Stamme RI und RII. 

Je 50 bis 150emm Zellen in 3cem m/200 bis m/1000 NaHCO,. Gas: 

95% N, 5% CO, T = 36,8. Fettsiuren zugegeben als 0,1 ccm 


oO oO 
m/20 Lésung des Natriumsalzes. 





1 2 3 4 
0O,lcem m/20 CO» ill pistes 
112cmm Normalgas + Carboxyl (Cb.) Assimilationswert  Assimilationswert x 100 
assimiliert: MoiCb.+ MolCO. Mol.-Gew. der Fettsiure 
Mol.- —* ~ “Mol Fettsaure =K 
Gew. emm 
oe ee fii RI 95 \ e 9 
Essigsiure . . . 60) RI 95 | 0.85 1,42 
Propionsaure . . 74 RI 145 145 1,29 1,75 
| RI 146 146 1,30 1,48 
we Reenter. . | Wileeie 16 1.43 1,63 
| 167 4 
(®t lins| 
Iso-Buttersiure . 88 172 180 1,61 1,83 
\rmt igs | 
n-Valeriansaure . 102 )RII 38 | 181 1,62 1.60 
Ff 
Syae 
Iso-Valeriansiure 102 RI ne 205 1,83 1,80 
Methyl-Athyl- l R Il of 188 1,68 1,65 
Te ae | 506 | 214 1,91 1,87 
| 290 
IRT | ote 
n-Capronsaure . . a aie 213 1,90 1,64 
| 214 
257 28 8 
Iso-Capronsiure . 116 RII 936 yr OD 
29 ae 
Heptylsiure . . . 180 RIT| 530 | 228 2,03 1,56 
988). ; - 
Caprylsaure* . . 144 | RII 313 301 2,69 1,86 
Nonylsjure*. . . 158 || RIT (ser 325 2,90 1,84 


Mittelwerte: 1,64 1,84 


* Priiparate von Arienitz & Co., Berlin-Steglitz. 
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ich jene Versuche wiederholt und die Bestimmungen der Assimilations- 
werte einiger isomerer Séuren hinzugefiigt. Mit Assimilationswert einer 
Fettsdure bezeichne ich die Anzahl Mol Kohlensaure + Mol Carboxyl, 
die mit und in einem Mol der Fettséure reagieren. Tabelle III zeigt, 
daB der sprunghafte Anstieg des Assimilationswertes bei zunehmender 
MolekiilgréBe wirklich ist und auch einer gewissen RegelmaBigkeit 
unterliegt. Die gemessenen Assimilationswerte lassen sich in zwei 
Reihen scheiden, die einzeln proportional dem Molekulargewicht der 
zugehérigen Saure wachsen (Tabelle III, Spalte 4). Bereits die friiheren 
Messungen zeigten manchmal fiir zwei in der Reihe benachbarte Sauren 
die gleichen Assimilationswerte. Neu ist, daB isomere Saéuren sehr oft 
verschiedene Werte geben, wobei die Werte der Isoverbindungen meist 
héher liegen. 


Die Zahlen in Spalte 3 der Tabelle HI deuten fast nirgends auf ein- 
fache stéchiometrische Verhialtnisse, wie sie bei der Kohlensaéure- 
assimilation in der griinen Pflanze immer wieder gefunden worden sind}. 
Es ist daher sehr wahrscheinlich, daB an der Photosynthese in PB. eine 
gréBere Anzahl von Molekiilen beteiligt ist, und daB mehrere Reihen 
von Zwischenreaktionen durchlaufen werden, bevor die ersten stabilen 
Reaktionsprodukte erscheinen. Wenn wir annehmen, daB zwei Grund- 
kérper in jeweils wechselnder Menge gebildet werden kénnen, so geniigt 
das, um die Anderungen des Assimilationswertes zu erklaren. 


>. Braunbakterien. 


Diese Bakterien, die als Verunreinigung in Rhodovibriokulturen 
gefunden wurden und die eine deutlich braunere Farbe haben, habe 
ich in Malatlésung 3 Tage am Licht kultiviert und dann auf ihren Stoff- 
wechsel gepriift?. Ihr Verhalten ist dem von Rhodovibrio sehr ahnlich. 
Aus den in Tabelle IV wiedergegebenen Messungen geht aber hervor, 
daB Unterschiede vorhanden sind, die eine spatere genaue Unter- 
suchung rechtfertigen. Bei Rhodovibrio findet man stets das an die 
Fettsiure gebundene Natrium oder Kalium zu 80 bis 100°) nach Ablauf 
der Reaktion als Bicarbonat in der Versuchslésung wieder. Bei Braun- 
bakterien ist die Zunahme an Bicarbonat bedeutend geringer als zu 
erwarten ware. Dies deutet auf eine Bildung von fixen Saéuren, sei es 
innerhalb oder auBerhalb der Bakterienzelle. 


' R. Willstdtter u. R. Stoll, Untersuchungen iiber die Assimilation der 
Kohlensiure. Fiimfte Abhandlung: Uber die Konstanz des Assimilations 
koeffizienten. Berlin, Jul. Springer, 1918. 2 Diese Bakterien sind sehr 
wahrscheinlich schon von anderen Forschern beobachtet worden. Eine 
Literaturstelle ist mir nicht bekannt. 
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Tabelle IV. 
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Vergleich der Kohlensaureassimilation von Purpur- 


bakterien und Braunbakterien in Gegenwart von buttersauren 


Salzen. 


Bakterien vor dem Versuch viermal mit dest. Wasser gewaschen. 


Gas: 95% N,, 5% COQ,. 


T = 36,89. 





Purpurbakterien (Rhodovibrio II) 


100 emm Zellen suspendiert 
in 3cem NaHCO ;-Lésung 





0,leem m 20 0,leem m/20 
n-Butyrat | Iso-Butyrat 


Braunbakterien 


80 cmm Zellen suspendiert 
in 8cem NaHCO -Lésung 


0,leem m/20) 0,1 cem m/20 


n-Butyrat 


Iso-Butyrat 





emm Kohlensi&ure absorbiert bzw. entwickelt 


Hell, 15 Min. vor- 

belichtet . 1 1 — 2 0; — 1 1 
Substrat zugegeben 

nach 10 Min. . — 1; — 63 — 25 2; — 38 — 19 

nach 9), 3 —144 -174 14 - 126 — 134 
I. (Endwerte) korrig 141 - 170 — 112 — 12) 
Bicarbonat 

vorher . + 131 + 143 + 142 — + 318 + 336 

pachher + li + 237 + 236 - + 360 + 352 
Difterenz 0 + 94 + 94 + 42 + 16 
Berechnet 112 112 112 112 
Il. Abuahme 18 — 18 70 — 96 
CO, assimiliert I 

+ II — 159 — 188 — 182 — 216 
Assimilationswert . 1,42 1,68 1,63 1,98 














6. Assimilationsgeschwindigkeit und Konstitution der Substrate. 

Wenn wir, zu naherem Verstandnis des Assimilationsvorganges, 
beginnen, die Bedingungen zu untersuchen, die erfillt sein miissen, 
damit die photochemische Reaktion in PB. zustande kommt, so faillt 
als sichtbarstes Prinzip auf, daB die assimilierbaren Substanzen ali- 
phatische Carbonsaéuren sind. In zahlreichen Versuchen mit den ver- 
schiedensten anderen organischen Substanzen habe ich niemals die 
Absorption von Kohienséure beobachten kénnen. Diese negativen 
Versuche teile ich nicht ausfiihrlicher mit, da aus ihnen keinerlei Schliisse 
zu ziehen sind. AufschluBreicher dagegen ist es, zu verfolgen, welche 
Carbonsaéuren giinstige und welche ungiinstige Substrate darstellen. 
Da es zwischen den Verbindungen, die leicht assimiliert und solchen, 
die gar nicht angegriffen werden, Ubergainge jeder Art geben wird, ist 
nicht der Assimilationswert, sondern die Assimilationsgeschwindigkett 
fiir Vergleiche maBgebend. Abb. 1 gibt ein Beispiel, wie bei kleinerer 
Assimilationsgeschwindigkeit ein gréBerer Assimilationswert erreicht wird. 

Das Vorhandensein einer Carboxylgruppe ist Grundbedingung 
dafiir, daB ein Kérper als Substrat der Assimilation dienen kann. Da 
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diese Gruppe, gleichgiiltig ob im weiteren Verlauf der Reaktion freie 
Kohlenséure aufgenommen oder abgegeben wird, in allen Fallen ver- 
schwindet, nehme ich an, daB die Reaktion hier oder am benachbarten 
x-C-Atom einsetzt. 

















180 --=-==3 
4 
Abb. 1. L 
d ig 
CO,-Absorption durch eine g § if 
Suspension von _ belichteten $0 8 / 
Purpurbakterien in Gegenwart 3 &y WA 
8 - 
von Ry & is 
1. 0,1 cem m/20 n-Buttersiure. e 60 x AS 
2. 0,1.  m/20 iso-Buttersiure. g he 
3. 0,1 . m/20 e-Oxy-iso- Aw 
Buttersiure. is (Cp)y-COH-COOM 
0 


JO 00 
Zeit in Minuten 


Die Absaittigung der Carboxylgruppe mag als Erklérung gelten 
dafiir, daB keine Ester- und keine Aminoséuren (innere Salzbildung) 
mit merklicher Geschwindigkeit reagieren (fabelle V). Diese Erklarung 
ist allerdings nicht ganz ausreichend, wie der Vergleich zwischen Bern- 


Tabelle V. Kohlensiureabsorption durch Purpurbakterien in 

Gegenwart von Buttersaure und von «- und /-Aminobuttersaure. 

Gas: 95% Ny, 59 CO, ZT = 32,1% Je 3cem Bakteriensuspension (R 1), 
80emm Zellen. m/200 NaHCQ,. 





Ohne + 0,2 cem m 10 + 0.2 cem m/10 
“ne + 0.2cem m/10 | CH,;.CH,.CH.COOH CH 3.CH.CH».COOH 
“, CHs(CHg),.COOH | 
Satz ” | 7 
} NHe NH» 
absorbierte CO. in emm 
15 Min. dunkel 0 0 — 1 —1 
15 , weiBes 
Licht . . .||—7 — 184 —15 —9 
15 Min. Infrarot 
(Filter RG 9) + 2 — 39 + 2 0 


Tabelle VI. Kohlensaiureabsorption durch Purpurbakterien in 
Gegenwart von Bernsteinséiure und Asparaginsaure. 
Gas: 959% Ny, 5% CO, TZ = 36,6°. Je 3cem Bakteriensuspension, 
150emm Zellen. m/200 NaHCO,. 





+ 0,1 cem m/10 + O.Leem m/10 
Gtine Sesete CH,—COUOH CH,—COOH 
CH,—COOH CH.NH,.COOH 





absorbierte CQ. in cmm 


10 Min. dunkel . .. . 0 0 —1 
1 BP ce ee ~~ { 53 0 


21* 
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steinsaure und Asparaginsdure in Tabelle VI lehrt. Die den Amino- 
sduren analog gebauten Oxysaéuren werden assimiliert. 

Die Bedeutung der Konfiguration am «-C-Atom fiir die Assimila- 
tionsreaktion geht aus Abb. ] und 2 sowie Tabelle VII und VIII hervor. 
Ist das «-Kohlenstoffatom sekundar gebunden, so erfolgt die Reaktion 
betrachtlich langsamer. Besonders langsam, wenn beide Zweige der 
Kohlenstoffkette mehr als ein Kohlenstoffatom enthalten. Beispiel: 
Methyl-Athyl- und Diathylessigsiure (Tabelle VII). Die Reaktion 
mit Didthylessigsiure verlauft so langsam, daB die Bestimmung des 
Assimilationswertes ungenau ausfallt, jedoch ist sicher, da Diathyl- 
essigsiure vollkommen verbraucht wird. Eine Verzweigung der Kohlen- 
stoffkette an einem fernerstehenden C-Atom ist auf die Reaktions- 
geschwindigkeit ohne EinfluB (Tabelle VII). Mit der Substitution des 
letzten Wasserstoffatoms am «-C-Atom verschwindet die Assimilierbar- 


Tabelle VII. Relative Geschwindigkeiten der Assimilation von 
Kohlensaiure durch Purpurbakterien in Gegenwart isomerer 
Valerian- und Capronséuren. 

100 emm Zellen in 3 cem m/500 Bicarbonat, m/500 Fettsaure. Im Gasraum 
95% Nos, 5% CO,. Belichtung durch eine Lampe von 250 Watt Strom- 
verbrauch in 30em Abstand. Geschwindigkeit der Reaktion zwischen 
Valeriansiure und Kohlensaéure willkiirlich gleich 100 gesetzt. 





Valeriansiuren emm/t Capronsiuren cmm/t 
CH, .(CH,);-COOH ..../| 100 | CH,.(CH,),COOH...../|| 65 
(CH3)g-CH.CH,.COOH. . 100 (CHs)2-CH(CHg)2.COOH . 68 
0 (CH,.CH,)3.CH.COOH. .|| 7 
CHs—CHal oH cooH .. | 70 s-CHs)s 

CH, 

(Cla). 0. COOK 06.6: as 0 
Tabelle VIII. Kohlensaureabsorption durch Purpurbakterien 


(Stamm RII) in Gegenwart von Dimethyl- und Trimethylessig- 
siure und Hexahydrobenzoesaure (Na-Salze). 
Sehr dichte Suspension: 0,4 cem Zellen in 3cem NaHCO,-Lésung. Gas: 
95% N, 5% CO, T = 36,80. 





1 2 3 
. | 
- 0,1 cem > ho gd > | _ 0,1 cem 
Kontroll- | jyJop Iso.  Kontroll- | nethy]- | Kontroll- | m/20 hexa- 
versuch ea oe versuch eae versuch ‘hydrobenzoe- 
Butyrat essig- caninn' ia 
saures Na eae 
emm Kohlensiure absorbiert bzw. entwickelt 
30 Min. hell . . — 2 — 85 11 — 11 — 13} — 15 
| | ann 3 174 — 80 — 81 — 36 — 44 


(Endwert) 
Bicarbonat-Best. + 142 + 236 + 237 + 233 + 540 541 
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keit meist vollstandig. Beispiel: Trimethylessigséure, x-Oxy-iso-butter- 
saure (Abb. 1). 

Von «-Ketonsauren wird die Brenztraubensaure, wahrscheinlich 
weil sie leicht umgewandelt werden kann, ziemlich rasch verbraucht 
(Abb. 2). Auffallend ist die Resistenz von Glykolsaure (Tabelle IX) 
im Vergleich zu Essigséure und Milchsdure. Ein Umstand, der uns 
in Abschnitt 8 noch naher beschaéftigen wird. Die Beispiele fiir die 
Bedeutung des «-C-Atoms lassen sich beliebig vermehren, so werden 
Hexahydrobenzoesdure, Malonsiure und Derivate, «-Phenyl-Essigsiure 
— im Gegensatz zu Phenylpropionsaure! — nicht angegriffen. SchlieBlich 
muB noch erwahnt werden, daB alle Dicarbonsaéuren stets Jangsamer 
reagieren als die entsprechenden Monocarbonsaéuren. Die Versuche 
dieses Abschnittes lassen sich dahin zusammenfassen, dal eine rasche 
photochemische Assimilation organischer Substanzen durch PB. nur 
dann stattfindet, wenn eine freie, unsubstituierte Carboxy-Methylen- 
gruppe in aliphatischer Bindung vorhanden ist. 


Tabelle IX. Assimilation von Essigsaure und Oxyessigsaure 
durch Purpurbakterien in Stickstoff. 
Gas: 95% Ng, 5% CO,. T = 36,8°. Je 0,17 cem Zellen in 2 cem m/400 








Bicarbonat. 
1 2 3 4 5 
2 cem 
2 e¢em Suspension 2eem 2ecm 
Suspension 1 cem Suspension Suspension 
1cem H,O m/20 oxy- leem H,0 teem H,O 
_ essigsaures , 
Na 
Zeit emm CQOy, absorbiert 
Vorbelichtet, 10 Min. hell +1 +1 +1 0 
x 0,2 cem 0,2 cem 0,2 cem 
S Fi p a ere j = u ’ 
Substrate zugegeben {| m/20 Acetat m 20 Acetat m/20 Oxyacetat 
10 Min. hell ee — 85 -— 64 + I 0) 
1D; ” isa — 140 — 124 — 4 0 
20 ‘9 ro ee — 143 — 155 — 10 -2 
25» * oh ie — 143 — 160 
oe er - 143 — 162 — 15 —2 


7. Die Reduktion von Kohlensiure und von Nitrat in Wasserstoff. 

C’. Roelofsen (Delft)? hat die interessante Entdeckung gemacht, 
daB Thiorhodaceen, sowohl im Dunkeln wie -— schneller —- im Hellen, 
Kohlenséiure mit Hilfe von Wasserstoff reduzieren kénnen. Ich habe 

' Eine gewisse Parallele hierzu findet man in den bekannten Abbau- 
versuchen mit substituierten Fettsaiuren im Tierkérper von Salkowski, 
Dakin und Knoop. — * Koninklighe Akademie van Wetenschappen Te 
Amsterdam. Proceedings Vol XXXVII, No. %. Seite 9, 1934. 
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daraufhin Rhodovibrio in einer Wasserstoffatmosphare belichtet und 
diese Beobachtung auch fiir Athiorhodaceen bestatigen kinnen. Suspen- 
diert man PB. in verdiinnter Phosphatlésung (py 7 bis 7,4) und gibt 
sie in ein wasserstoffgefiilltes Manometer, so kann man die CO,-Reduk- 
tion quant tativ verfolgen, wenn man bckannte Mengen Kohlensiéure 
in Form von verdiinnter Carbonatlésung zuflieBen laBt. Die durch die 
Zersetzung des Carbonats in der Phosphatlésung zuerst auftretenden 
Drucke brauchen nicht gemessen zu werden, da die Kohlensaéure im 
Laufe der Reaktion vollsténdig verschwindet. Die Differenz der 
Manometerablesungen vor dem Zusatz von Carbonat und nach Be- 
endigung der Reaktion ergibt das Volumen des verbrauchten Wasser- 
stoffs. Die Starke der Caibonatlésungen wird gleichzeitig in einem 
anderen GefiB in bekannter Weise ermittelt. In Tabelle X stehen 
Ergebnisse einiger solcher Messungen. Der Quotient H,/CO, ist 2, 
was der Bildung von Kohlenhydrat entspricht. 

CO, + 2H, = H,O + CH,0. 
Ob der gelegentlich gefundene Quotient von 2,25 mehr als einen fehler- 
haften Versuch bedeutet, bleibt zu untersuchen. 


Tabelle X. Reduktion von Kohlensaure durch belichtete Purpur- 
bakterien in Wasserstoff. 
Gas: H, (aus Stahlflasche). 7 = 36,8°.  Vorbelichtungszeit: 30 bis 
90 Minuten. 





emm CO», emm H, Mol Ho 
Zellsuspension (zugegeben  absorbiert ————— 
Mol COg 


als Nay CU3) (Endwerte) 


180 emm Zellen in 3cem m/30 Phosphatlésung 56 ji) ee 6 rer: 

a ne 1,94 
Py 7,0 56 ing ij 
112 206 1,85 
56 110 1,97 
Gleiche Suspension wie vorstehend, nur 58 130 2,25 
1 Tag im EKisschrank gestanden 

R} cduvibrio aus 15 Std. alter Kultur, 3cem m/20 23 44 1,91 
Phosphatlésung, pq 7.2 (38mg feuchtes Palla- 23 45 1,95 


diummohr zur Beseitigung von Og im Ansatz) 


Die Vielseitigkeit des photochemischen Apparats der PB., der sie 
instand setzt, Reaktionen verschicdenster Art durchzufiihren, gleich- 
giltig, ob dabei Energie verbraucht oder abgegeben wird, ist tiber- 
raschend. Etwas Ahnliches gibt es jedoch auch bei den Pflanzen. Wie 
O. Warburg und EF. Negelein! gezeigt haben, wird der freiwillig ver- 
laufende Vorgang der Nitratreduktion in griinen Zellen durch Belichtung 


1 O. Warburg u. E. Negelein, diese Zeitschr. 110, 66, 1920. 
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beschleunigt. DaB PB. in Gegenwart von assimilierbaren Stoffen Nitrate 
reduzieren, habe ich friiher erwahnt!. In welcher Weise belichtete PB. 
Nitrat mit Hilfe von Wasserstoff rasch und vollstandig zu Ammoniak 
reduzieren, geht aus den Zahlen der Tabelle XI hervor. Die Menge 
des verschwundenen Wasserstoffs entspricht genau der Gleichung 


HNO, + 4H, = NH, + 3H,0. 


Tabelle XI. Wasserstoff und Nitrat in Purpurbakterien. 





Gasraum +++ + + ee ee ee ee ee Ho 
Hi ’ { R Il (junge Kultur) 80cemm Zellen 
-e a cig cn gp mee tide al et \ in je 3cem m 30 Phosphat, py = 7,2 bis 7,4 
2 Ansatzbirmen-+--+-+-++:- ak ae Je 0,1 cem m/100 NaNO, = 22,4emm Normalgas 
Zeit emm Hy» absorbiert 
Vorbelichtet 
249 Min. hell. . . . Le nicht gemessen 
20, RES. ews as 2 
Substrat zugegeben + 0,leem m/100 NaNO, 
15 Min. hell te Meee kh — 57 | 
| ‘i enna aed Agee — 86 Mol. Hy 9 4 
a sce Saree ee - 90 | Mol. NO, = 22,4 
55 aD Sard Saami ee oe —9) 
Substrat zugegeben + 0,1 cem m/100 NaNO, 
5 Min. hell Foe potentiate’ -% —19 
* Seagal Seana —8 | _Mol.H, _ 89 _, 
™ 6 « ee Ts ae — 87 | Mol. HNO; 22.4 
45. TERA: c) LOY Suir, — 89 


8. Die Reduktion von Carbonsiuren in Wasserstoff. 


Unter den aliphatischen Carbonséuren, die von PB. im Licht 
angegriffen werden, gibt es einige, die geniigend Sauerstoff fiir den 
photochemischen Umbau innerhalb ihres Molekiils besitzen. Bei diesen 
wird oft sogar iiberschiissige Kohlensiure abgegeben. Kenntlich sind 
diese Substanzen an einem Assimilationswert, der bei Monocarbonsaure 
kleiner als 1, bei Dicarbonsaure kleiner als 2 ist. Im vorigen Abschnitt 
haben wir gesehen, daB die PB. Kohlensaure in Gegenwart von Wasser- 
stoff zu Kohlenhydrat reduzieren, wobei zur Messung des verbrauchten 
Wasserstoffs nur ein Manometer erforderlich ist. Da die Bestimmung 
der Kohlensaduredifferenzen bei der Assimilation in Stickstoff-Kohlen- 
saure mindestens drei Messungen erfordert (freie Kohlensaure, Bi- 
‘arbonat vorher, Bicarbonat nachher) und daher mit dreifachem Fehler 
behaftet ist, was bei kleinen Mengen eine betrachtliche Ungenauigkeit 
mit sich bringt, habe ich versucht, die bei der Acetatassimilation frei 


1 Diese Zeitschr. 260, 7, 1933. 
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werdende Kohlenséiure durch die Reduktionsreaktion in Wasserstoff 
zu bestimmen. 

Zu den in Phosphatlésung suspendierten und unter Wasserstoff 
gehaltenen PB. habe ich eine bestimmte Menge Acetatlésung zuflieBen 
lassen. Die Acetatlésung war vorher zur Vertreibung geléster Kohlen- 
saure schwach angesduert und erhitzt worden. Wie erwartet, traten 
bei Belichtung negative Drucke auf, d. h. Wasserstoff wurde verbraucht. 
Der Assimilationswert von Essigsaéure ist 0,85 bis 0,89. Dem entspricht 
eine Abgabe von 0,11 bis 0,15 Mol Kohlensaure pro Mol Acetat. Bei 
der Reduktion dieser Kohlensiuremenge in Wasserstoff miiBten demnach 
die PB. 0,22 bis 0,3 Mol Wasserstoff fiir jedes Mol zugesetzten Acetats 
absorbieren. Merkwiirdigerweise war der Wasserstoffverbrauch beinahe 
um 100°, gréBer. Aus Spalte 4 der Tabelle XII kann man ent- 


Mol H, len W ' ; 
——— den Wert 0,5 hat. Danach 
Mol Essigsaure 


ist klar, daB PB. Acetat in Gegenwart von Wasserstoff auf eine andere 
Weise assimilieren als in einer Stickstoffatmosphare. Nur in einem 
einzigen Falle blieben die Endwerte der Wasserstoffabsorption so 
niedrig, wie auf Grund des Assimilationswertes in Stickstoff berechnet 
worden war. Hier verlief die gewéhnliche Acetatassimilation augen- 
scheinlich rascher als die direkte Reduktion durch Wasserstoff. 


nehmen, daB der Quotient 


Tabelle XII. Reduktion von Essigsaure durch Purpurbakterien 
in Wasserstoff. 
Gas: 2. 7 36,8°. Phosphatlésung m/30, py 7,2. 50 bis 150 e¢mm 
Zellen in 2 bis 3cem Suspension. Belichtet. 





Menge des zugesetzten Acetats 


mprencnninninmnin) Abeorbierter. HH. Mol Hy 
in emm Mol CH; COOH 
Normalgas emm 
0,2 cem m/25 180 92 0,51 
90 
93 
01 , m/25 90 54 0,60 
0,2 , wm/to 448 230 0,51 
0,2 , m/20 224 104 0,47 
0,2 , =m/20 224 116 0,51 
115 
Versuch mit sehr junger Kultur. 224 80 0,36 
PB. nicht gewaschen. 60) Min. 72 0,32 


Vorbelichtung. 0.2cem m/20. 


Nicht nur im Falle der Essigsiure kénnen die PB. ihren Assimila- 
tionsmechanismus umschalten, wenn molekularer Wasserstoff zugegen 
ist. Fiir Milchsiure und Brenztraubenséure habe ich in Stickstoff 

















nen 
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Assimilationswerte von 0,75 und von 0,53 gefunden. In Wasserstoff 
wird aber nicht die der Kohlensiureabgabe entsprechende Menge H, 
verbraucht, sondern mehr. 

DaB die Vorginge in Stickstoff und Wasserstoff -wirklich ver- 
schieden sind, geht aus dem Vergleich der Reaktionsgeschwindigkeiten 
hervor. In Abb. 2 habe ich die Assimilationsgeschwindigkeit in Stick- 
stoff dargestellt. Milchsiure wird rascher angegriffen als Brenztrauben- 
siure. Abb.3 veranschaulicht die entsprechenden Reaktionen in 
Wasserstoff. Hier wird Brenz- 
traubensaure schneller als Milch- 





L200 + + 
I %-CO-COOH 
































80 
E 10 
s 
m I 0% CHON-COOH, = 
§ 60 —— = g 
s Sw 
§ & 100 
& SS) 
277) 1S 
Sy SS 
S 1 (%,-C0-COOH ; - 
0 ' } 
8 20 a ; ‘Cty CHON- COOH 
0 10 20 0 W0 50 0 4 40 60 60 
Zeit in Minuten Zeit in Minuter 
Abb. 2. Abb. 3. 
Absorption von Kohlensiure durch Reduktion von 0,1 cem = m/20 
eine Suspension von belichteten Brenztraubenséure und 0,1 cem 
Pupurbakterien in Gegenwart von m/20 Milchsaure durch belichtete 
0. eem m/20 Milchsiure und Purpurbakterien in Wasserstoff. 


0,109 cem m/20 Brenztraubenséure. 


sdure reduziert. Sehr bemerkenswert ist, daB bei Zusatz von Milchsaure 
zu belichteten PB. in Wasserstoffdie Reaktion erst nach 15 bis 20 Minuten 
einsetzt, wahrend in Stickstoff eine solche Verzégerung nie beobachtet 
worden ist. Man kénnte glauben, daB hieran die unphysiologische Suspen- 
sionsfliissigkeit, der Phosphatpuffer, schuld wire. Aber die folgenden 
Versuche sprechen dagegen. In Kapitel 4 habe ich erwahnt, daB Glykol- 
siure im Gegensatz zu Essigsiure nur spurenweise, wenn tiberhaupt, 
angegriffen wird. Auch in Wasserstoff schien dieser Kérper zundachst 
nicht reduziert zu werden. Die Erfahrungen bei den Versuchen mit 
Milchséure veranlaBten mich, die Belichtung von PB. in Gegenwart 
von Oxyessigsdure (Glykolsdure) langere Zeit weiterzufiihren, mit dem 
Erfolg, daB nach einer Zeit, die zwischen 30 und 60 Minuten lag, eine 
meBbare Wasserstoffabsorption einsetzte, die allmahlich schneller wurde 
und zu einem scharf definierten Endwert fiihrte. Tabelle XIII zeigt, 
daB8 Glykolsiure hierbei ein Molekiil Wasserstoff aufnimmt. Dies 
besondere Verhalten dieser «-Oxysauren fallt um so mehr auf, als 
a-Oxybernsteinsdure ebenso leicht reduziert wird, wie Essigsaure. 
Abb. 4 stellt Versuche dar, bei denen in gleichen GefaBen in aufeinander- 
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Tabelle XIII. Reduktion von Glykolsaur 
Purpurbakterien in Wasserstoff. 
Gas: Hy. ‘i 36,89. Substrat: 0,2 cem 


H. Gaffron: 


( 


e (Oxyessigsaiure) durch 
(Vel. Tabelle IX.) 
CH,OH . COONa 


m 20 


224emm Normalgas). 





0,07 cem Zellen in 3ecm m/2) Phosphat, py 7,2 (Beginn 


Zellsuspension 


der Reaktion 40 Min. nach Zugabe des Substrats) 


0,lecem Zellen in 38cem m/30 Phosphat, 
PH 6.9 bis 7,3 


H, absorbiert a Mol Hz 
emm Mol C,H, 0; 
200 0,90 
259 1.15 
240 1.07 


folgenden Zeiten sowohl Essigsiure wie Apfelsaure von den Bakterien 
reduziert worden sind. Dabei wird innerhalb der Fehlergrenze die gleiche 
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Zeit in Minuten 
Abb. 4. 
Reduktion von Essigsiure (0,2cem m/25) und 
Apfelsiure (0,leem m/20) durch belichtete Pur- 
purbakterien in Hy. Die Geschwindigkeiten 
beider Reaktionen sind gleich groBf. 


Gesamtmenge an Wasser- 
stoff 

hangig 
folge, in der die Substanzen 
Auch 


die Geschwindigkeiten sind 


unab- 
Reihen- 


verbraucht, 
von der 
zugegeben werden. 


unverandert und bei Essig- 
siiure und Apfelsaure gleich 
groB, wie die parallele Lage 
der Kurven Ob 
die Ausbuchtung zu Anfang 
Kurven, welche die 
Malatreduktionen dar- 
stellen, Verunreini- 
gungen oder Zwischenreak- 
tionen deutet, vermag ich 


beweist. 


der 


auf 


noch nicht zu sagen. Bei 
der Malat- und Acetat- 


reduktion, die mit gleicher 
und maximaler Geschwin- 
digkeit einsetzen, ist eine 
Beschleunigung der einen 
Reaktion durch die andere 
nicht wahrscheinlich. Ich 
habe dagegen versucht, ob 
die so trage beginnende Re- 
duktion der Oxyessigsaure 


durch gleichzeitigen Zusatz von Essigsiure beschleunigt werden kann. 


Der zeitliche Ablauf dieser Versuche ist in Abb. 5 dargestellt. 


In zwei 


gleichmaBig beschickten und belichteten GefaBen wird nach einer 
Vorbelichtungszeit von 15 Minuten in GeféB I (Kurve 1) Acetat, in 
GefiB IL (Kurve II) Oxyacetat (Glykolat) zugegeben. Man sieht, wie 
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die Essigsiure im Laufe von 20 Minuten vollstaéndig reduziert wird, 
wahrend in GefaéB Il erst nach 30 Minuten merkliche Druckanderungen 
auftreten. Ohne die manometrische Messung zu unterbrechen, wird 
jetzt aus einem zweiten Ansatz in GefiB 1 Oxyessigsdiure, in GefaiB I 
Essigsiure zugesetzt. Wie der Verlauf der Kurve lehrt, wird die Ge- 
schwindigkeit der Reduktion von Oxyessigsiure durch eine kurz vorher 
erfolgte Assimilation von Essigséure nicht beeinfluBt. Die Reaktion 
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Abb. 5. Reduktion von Essigsiure (0,2 eem m/25) und von Glykolsaure (0,2 cem m/20) durch 
belichtete Purpurbakterien in Hy. Die Reduktion von Glykolséure wird dureh die gleichzeitige 
Reduktion von Essigsaiure beschleunigt. Der Endwert wird nicht beeinfluBt. 
setzt mit groBer Verzégerung ein und ihre Geschwindigkeit erreicht 
erst gegen Ende den héchsten Wert. Véllig anders verlauft die Reduktion 
von Essigséure, wenn den PB. Acetat gleichzeitig zur Verfiigung steht. 
Nach Absorption der fiir Acetat berechneten Menge Wasserstoff fallt 
die Reaktionsgeschwindigkeit nicht auf den fiir reine Glykolsdure zu 
erwartenden Wert ab, sondern bleibt groB. Die Reduktion von Oxyessig- 
saure unterscheidet sich in ihrem Verlauf nicht mehr von der Reduktion 
der Essigsiiure oder der Apfelsiure. Dies beweist, daB Oxyessigsaure vor 
der Reduktion einer Umwandlung unterliegt, und daB diese Umwandlung 
durch die gleichzeitig in der Zelle stattfindende Acetatreduktion kata- 
lytisch beschleunigt wird. Die Endwerte an absorbiertem Wasserstoff 
werden dadurch nicht beeinfluBt. Sie sind gleich groB, unabhangig 
davon, ob die Sauren zusammen oder nacheinander reduziert werden. 
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9% Das Assimilationsprodukt. 

DaB die PB. je nach dem gegebenen Substrat ganz verschiedene 
Assimilationsprodukte bilden sollen, ist schwer vorzustellen und auch 
recht unwahrscheinlich. Nur wird man mit einer einzigen Art von 
Assimilationsprodukten, wie es in der Pflanze die Kohlenhydrate dar- 
stellen, nicht die in Tabelle III zusammengestellten Assimilationswerte 
erklaren kénnen. Ich nehme daher an, daB die PB. zwei Grundkérper 
zu bilden vermégen, von denen eines Kohlenhydrat sein mag. Kohlen- 
hydrat ist aber bestimmt nicht derjenige K6érper, der in erster Linie 
gebildet wird. AuBer bei der COQ,-Reduktion in Wasserstoff wird man 
kaum Assimilationswerte finden, die sich zwanglos durch eine Kohlen- 
hydratbildung erklaren lassen. Die Tatsache, daB Kérper wie Essigsaiure 
(C,H, O,) und Milchsaure (C, HgO,) sowohl in Stickstoff wie in Wasserstoff 
reduziert werden, beweist, daB das Hauptassimilationsprodukt der 
PB. einen gréBeren Wasserstoffgehalt bzw. einen geringeren Sauerstoff- 
gehalt aufweisen muB als die Kohlenhydrate. 

Wir wollen einige Assimilationsreaktionen betrachten, bei denen 
die einfachsten stéchiometrischen Verhaltnisse festgestellt worden 
sind. Crotonsdure wird in Stickstoff-Kohlenséure assimiliert, ohne da8 
die Gesamtkohlensdure im Manometer sich andert!. Diese Saure hat 
den Assimilationswert 1, und ich formuliere die Reaktion 

CH,CH = CH.COOH + C,H,0,. 

Essigsaure nimmt in Gegenwart von Wasserstoff, wie wir im vorigen 
Abschnitt gesehen haben, !, Molekiil H, auf. Ich schreibe den Vorgang 
daher 


CH,COOH  H 
+ | = C,,0,+ 2H,0. 
CH,COOH H 

Nach Tabelle III wird fiir jedes Molekiil Heptylsdure ein Molekiil 
Kohlenséure aufgenommen (Assimilationswert 2). Wir haben also 
C,H,,0. + CO, Cg H,,0,, eine Bruttoformel, die sich von (Cy H¢0y)o 
nur durch ein Plus von zwei Wasserstoffen unterscheidet. Auch bei 
Capronsdure darf man mit der Aufnahme von einem Molekiil Kohlen- 
saure rechnen. Machen wir die zusatzliche Annahme, da® Zellinhalts- 
stoffe sich an der Photosynthese beteiligen kénnen, so diirfen wir 
schreiben: C,H,.0, + CO, + CH,O = (C,H,0,). +- H,O (schematisch). 

Ebenso fiir Nonyl:dure (Assimilationswert 3): 

C, H,,0, + 2C0, + CH,O (C, Hg O,)3 + H, O. 

Diese Betrachtungen widen mibig erscheinen, wenn sie nicht 
durch eine sehr einfache Tatsache gestiitzt wiirden, namlich die, dab 
ein Kérper der Formel (C,H,0,), wirklich in Purpurbakterien vorkommt 
und aus ihnen mit Chloroform extrahiert werden kann?. 


1 Diese Zeitschr. 260, 16, 1933. — ? Diese Zeitschr. 260, 11, 1933. 
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10. Protokoll (Beispiel). 


Bestimmung der Assimilationswerte von Capronsadaure und 
Valeriansdaure. 


0,4680 g¢ C,H,,O, in 200 cem n/50 NaOH 1,01 m/50; 0,42109 g C;H,,O, 
in 200 cem n/50 NaOH 1,03 m/50; 80emm Zellen in je 3 cem m/1000 


NaHCO,. Gas: 95% N,, 5% CO,. T = 36,8°. 

















Capronsiiure Valeriansiure 
Se a 6 ee el Ce ee eb 22 10 ll 12 
Gesamtvolumen (cem)....... 19,0 18,3 18,6 18,4 
Volumen der Fliissigkeit (cem) . . 3,4 3,4 3,4 3,4 
Volumen des Gasraumes (ccm) . .« 15,6 14,9 15,2 15,0 
te & Peete oo fae see 13,7 13,1 13,4 13,2 
CAG a o 6 ais, 6 ms 2,0 2,0 20 2,0 
Koo, Oe a ea enna 1,57 1,51 1,54 1,52 
I 6 sy. a8) Seis he ie ee en 0.2cemm/505 0,2cemm/50S 0,2cemm/50S) 0.2cemm 50S 
EE se" ae Sse 0.2eem m/l 0.2ecemm 50S 6,.2cemm 50S; 0,2 cem m/1 
Hy SO, HSO, 
mm mm mm mm 
Hell vorbelichtet 12 Min. + 0 + 1 t 0 + 1 
Anhang I gekippt 
Dunkel es + 0 + QO + 0 — 1 
Hell Ps Cbergangszeit 
7 Min. o | — | — 238 — 34 — 1 
52. 45, — 1 — 74 — 47 + 0 
56, Ss - 4 sais oe el. ay 
60, 4 , + 0 + 0 - OQ + 0 
Summe im Dunkeln abgelesen 
Dunkel 4 — 3 - 103 —- 99 — 3 
Anhang II gekippt 
Hell 12 Min. + Q | — £6 + @ 
. 380. , (Dunkel abgelesen) 
Dunkel 4 Min. Summe: — 2 — 106 — 93 — 2 
(Nr. 10 und 11 + 0,2cem m/l H,SO4: Keg, 1,50, Koo, 1,53) 
Bicarbonat: + 65 +171 +177 + 69 
x Keo, ecmm: 102 256 270 105 
Differenz (berechnet: 179cmm): + 154 cemm + 165 emm 
CO, verbraucht (0,4 cem m/50): — 2 , — 14 
Ergebnis: 0,2 cem m/50 Capronsiure 90 cmm Normalgas. 
absorbiert 158 + 12 170cemm COb. 
Assimilations wert 1,89. 
1.03 x m ,. : ; P 
0,2 cem = Valeriansaure 93 emm Normalgas. 
5G 
absorbiert 141 + 7 148 cemm COsg. 


Assimilations wert 1,60. 








Uber Beziehungen zwischen Wasserstoffzahl und Abkunft 
verschiedener Carbohydrasen. 


Von 
Eduard Hofmann, 
(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biochemie in Berlin-Dahlem.) 


(Eingegangen am 1. Dezember 1934.) 


Vor kurzem wurde dargelegt'!, da es in der Fermentchemie be- 
sonders zur Entscheidung von Spezifitatsfragen notwendig ist, Enzyme 
verschicdener Herkunft zu untersuchen und zu vergleichen. Denn 
eine Gewinnung reiner Fermente, die fiir die L6sung der meisten Probleme 
an und fiir sich der sicherste Weg wire, ist bei den Carbohydrasen bis 
heute nicht erreicht und scheint zur Zeit auch nicht erwartet zu werden?. 

Aus Schizo-Saccharomyces octosporus konnte ich eine Ferment- 
lésung gewinnen*, die wohl Maltose, nicht aber Saccharose zerlegte ; 
das stehtim Widerspruch zu einer vor ciniger Zeit aufgetauchten Ansicht 
iiber eine Identitat von Maltase und Saccharase. Von der Maltase der 
untergarigen Bierhefe unterschied sich die Maltase der Octosporus-hefe 
zudem in einem wesentliclen Punkte. Wahrend erstere ihre giinstigste 
Wirkung bei pa = 6,2 bis 6,8 entfaltet, wirkt letztere optimal bei px = 4,5 
und gleicht darin der Maltase der Takadiastase (aus Aspergillus oryzae). 
Wie sich inzwischen gezeigt hat, weisen die Maltasen der wichtigsten 
anderen Vertreter aus der Familie der Schizo-Saccharomycetaceen 
(Schizo-Sacch. Pombe und Sch.-Sacch. mellacei) sowie die Invertase aus 
Aspergillus niger die gleiche Eigentiimlichkeit auf. 2. Chr. Hansen* 
hat in seiner bekannten Systematik der Saccharomyceten den Spalt- 
hefen als einer besondere Familie der Schizo-Saccharomycetaceen einen 
Platz neben der Familie der Saccharomycetaceen angewiesen. In der 
Systematik der Kryptogamen ist die Stellung der Schizo-Saccharo- 
myceten umstritten; wegen ihrer Vermehrung durch Spaltung hat man 
sic> als Zwischenglieder zwischen Bakterien und eigentlichen Hefen 
angesehen. Zikes® betrachtet die Teilung der Spalthefen nur als eine 
besondere Form der Sprossung und rechnet diese Mikroorganismen zu 
den eigentlichen Hefen. 


' EB. Hofmann, diese Zeitschr. 272, 426, 1934. 2 C. Oppenheimer, 
Handb. d. Biochem., Erganzungswerk I, 1, 388, 1933. 3 EB. Hofmann, diese 
Zeitschr. 272, 417, 1934. — 4 EB. Chr. Hansen, Centralbl. f. Bakt. II. Abt., 
12, 529, 1904. 5 4. Klécker in Lafars Handb. d. Techn. Mykologie 4, 
169, Jena 1905 bis 1907. 6 Zikes, Centralbl. f. Bakt. II. Abt., 61, 


275, 1924. 
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Auf Grund der — wie oben angegeben allen Spalthefen eigenen 
besenderen Maltase miBte man die Schizo-Saccharomyceten zwischen 
den Hefen und den héheren Schimmelpilzen einordnen. Von der Be- 
rechtigung einer solchen Deutung des Verhaltens der Pflanzenfermente 
sollen folgende Zeilen handeltn. 

Vor kurzem erschien ein Buch von H. Molisch', in dem er auf gewisse 
Beziehungen zwischen Pflanzenchemie und Pflanzenverwandtschaft hin- 
gewiesen hat. Er fiihrt zahlreiche Beispiele dafiir an, wie das Vorkommen 
oder das Fehlen bestimmter Pflanzenstoffe (Glykoside, Glykogen, Starke, 
Lignin usw.) sich mit der Verwandtschaft im Pflanzenreich in Zusammen- 
hang bringen laBt. S. Iwenow? hat schon vor mehreren Jahren in seiner 
Abhandlung: ,,Uber die Evolution des Stoffes in der Pflanzenwelt und das 
Grundgesetz der Biochemie‘ ahnliche Ansichten ausgesprochen. 

Uber die Griinde fiir die Abl angigkeit der Wirkung eines Ferments 
von der Wasserstoffionenkcnzentration hat man verschiedene Meinungen 
gcauBert; Sicheres jedoch ist nicht bekannt. Wir kénnen heute nichts 
dariiber aussagen, warum die Maltasepraparate aus echten Saccharo- 
myceten ein py-Optimum bei 6,8 besitzen, die Maltasen der Spalthefen 
jedoch ein solches von 4,5. Die Ursache kann auf Strukturverschieden- 
heiten im eigentlichen Fermentkomplex beruhen, sei es auf Verschieden- 
heit des kolloiden T1agers, sei es auf Unterschiede in der Wirkgruppe 
des Enzyms. Es ist auch méglich, daB die Ungleichheit mit den Begleit- 
stoffon des Ferments im natiirlichen Milieu zusammenhangen. 

Fir die meisten Untersuchungen tiber die Car bohydrasen bediente 
man sich aus praktischen Griinden fast immer wieder der Piaparate 
aus bestimmten Organismen (unter- und obergiriger Hefe), der ‘Taka 
diastase, des Emulsins aus Mandeln usw., welche besonders reich an 
den entsprechenden Enzymen sind. Die Zahl der genauer untersuchten 
Fermentpraparate ist infolgedessen gar nicht besonders groBb. AuBerdem 
muB erwahnt werden, daB sich durch vielfach versuchte und auch 
erziclte Reinigungen der Piaparate mit nur wenigen Ausnahmen, z. B. 
beim Magenpepsin, keine Verschiebungen des py-Optimums ergeben 
haben. Aber wie dem auch sei, ob Verschiedenheiten der Ferment- 
molekiile oder ob Ungleichheiten der Begleitstoffe in den einzelnen 
Praparaten Ursache fiir die besten Wirkungen bei differierenden Wasser- 
stoffionenkonzentrationen sind, in beiden Fallen miissen zwischen den 
Praparaten Unterschiede chemischer oder vielleicht auch physikalischer 
Natur bestehen, die auf das Ausgangsmaterial, d. h. auf die verwendete 
Mikro- oder Makroorganismen-art, zuriickzufiihren sind. 

Die Untersuchung einer gr6éBeren Anzahl von Fermentpraparaten 
verschiedenster Herkunft und die Bestimmung der fiir ihre Wirkung 


! H. Molisch, Pflanzenchemie und Pflanzenverwandtschaft. Jena 1933 
(bei G. Fischer). — ? S. Jwanow, Ber. d. Deutsch. bot. Ges. 47, 39. 1926. 
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gunstigsten Wasserstoffionenkonzentrationen sowie eine Zusammen- 
stellung der fiir die schon bekannten Praparate in der Literatur an- 
gegebenen Werte zeigt nun eine gewisse Regelmabigkeit, auf die im 
folgenden hingewiesen sei. 

Die Carbohydrasen der Bakterien besitzen, soweit bekannt, ein 
pu-Optimum von 6 bis 7, also in der Nahe des Neutralpunktes. Dasselbe 
ist noch vielfach bei den echten Hefen (auch bei Milchzuckerhefen) der 
Fall. Nur die Saccharase hat hier schon ein Optimum im sauren Gebiet, 
bel pu 4,5, wobei aber zu beriicksichtigen ist, daB infolge der An- 
nahme zweier verschiedener Saccharasen diese spezifischen Enzyme 
schwer vergleichbar sind. 

Die untersuchten Enzyme (Maltase, «-Glucosidase und Saccharase) 
der Spalthefen entfalten die optimale Wirkung im sauren Gebiet, und 
das gleiche trifft fiir die Enzyme der Schimmelpilze zu, Bei den Enzymen 
der héheren Pflanzen liegen nicht viele Angaben vor. Aber eines der 
am meisten untersuchten Praparate, das ,,Emulsin’’ der Rosaceen, 
zeigt fast ausschlieBlich im sauren Gebiet optimale Werte fiir die zahl 
reichen in ihm enthaltenen spezifischen Enzyme. 

Aus den folgenden Tabellen a) bis d) geht fiir die angefiihrten 
Enzyme hervor, daB die giinstigsten py-Werte von etwa 7 bei den 
Bakterien auf etwa py 4 bis 5 bei den Schimmelpilzen und Phanero- 
gamen absinken. Es sei dabei ausdriicklich hervorgehoben, daB mit 


a) po-Optimum fiir Maltase bzw. «-Glucosidase. 











Ferment, * 
hergestellt aus Art Pu Astor 
Bakterien . coli 7 H. Karstrém (1) 
B. Delbriicki 6,5 | Siehe experimentellen Teil 
. Sulfatasebakterien 6.2—65 | FE. Hofmann (2) 
Hefen untergarige Hefe 6,2—6,8 |P. Rona u. L. Michaelis (3) 
» ‘ 6,8 | R. Wilistitter, R. Kuhn 
| und H. Sobotka (4) 
Spalthefen Schizo-Saccharomyces 4,5 |E. Hofmann (5), siehe auch 
| octosporus, experimentellen Teil 
Schizo-Saccharom yces 
Pombe, 
Schizo-Saccharom yces 
mellacei 
Schimmelpilzen) Asp. oryzae (Taka- 4.5 J. Leibowitz und 
diastase) P. Mechlinski (6) 
Asp. niger 4,2—4,6 — Siehe experimentellen Teil 
Phanerogamen aus Gerstenmalz 4.5 H. Pringsheim und 
J. Leibowitz (7) 
fi Solanum indicum 5,5 H. Tauber u. K. Kleiner (8) 


* Die Literatur der in der folgenden Tabelle zitierten 
dieser Mitteilung, um Wiederholungen zu vermeiden. 


Abhandlungen steht am Schlusse 
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b) po-Optimum fiir Saccharase. 





Ry Art Pu Autor 
Bakterien Pneumococcen 7,0 O. T. Avery und G. E 
Cullen (9) 
. B. coli 7,0 H. Karstrim (1) 
. Sulfatase-bakterien 6,5 E.. Hofmann (2) 
Hefen Untergarige Hefe 44—4.6 S. P. L, Sérensen (10) 
a 4.2 L. Michaelis und H. David- 
sohn (11) 
Spalthefen Schizo-Saccharomyces 4,5—5,0 EE. Hofmann (5), siehe auch 
octosporus, experimentellen Teil 
Schizo-Saccharomyces 
Pombe, 
Schizo-Saccharomyces 
mellacei 
Schimmelpilzen Asp. niger 5,2 N.N. Iwanoff wad M. A 
Kudrjawzewa (12) 
re ‘ 4.9 Siehe experimentellen Teil 
Penicillium 5,0 H.v. Euler, K. Josephson 
und B. Siderling (13) 
Asp. oryzae (Taka- 5,2 Siehe experimentellen Teil 
diastase) 
Phanerogamen Solanum indicum 6,0 H. Tauber u. K. Kleiner (8) 
Blatter verschiedener 4,5—6,5 A. V. Blagoveschenski und 
Baume N. J. Sossiedov (14) 


diesem Vergleich bzw. Hinweis keine Behauptungen oder Theorien 
verbunden sind. Es soll lediglich auf eine augenscheinlich vorhandene 
tegelmaBigkeit aufmerksam gemacht werden. In dieser Reihenfolge 
sind noch viele Liicken vorhanden, z. B. fehlen Angaben iiber die Fer- 
mente der Algen und der Zygomyceten, aber iiber diejenigen der 
wichtigsten Vertreter im System der Kryptogamen sind zahlreiche und 
sichere Werte vorhanden. 

Fiir die Glucosaccharase der untergarigen Hefe ist nach R. Weiden- 
hagen (15) ein py-Optimum von 6,2 bis 6,8 wie bei der Hefenmaltase 
anzunehmen. 


¢) po-Optimum tir /-Glucosidase. 





Ferment 
‘ ‘ , 
hergestellt aus scat PH Autor 
Bakterien Sulfatasebakterien 6,4 E. Hofmann (2) 
Hefen Milchzuckerhefen 6.3 C. Neuberg und 
E. Hofmann (16) 
Schimmelpilzen | Aspergillus niger 44 Siehe experimentellen Teil 
Phanerogamen — Rosaceen (EK mulsine) etwa R. Willstatter und 
4.2 bis 5.0 G Oppenheimer (17) 


B. Helferich (8) 
E Hofmann (19) 


Biochemische Zeitschrift Band 275 29 
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d) po-Optimum fiir P-Galaktosidase bzw. Lactase. 





Ferment, 
hergestellt aus Art PH Autor 
Bakterien B. coli 7,0 H. Karstrém (1) 
. b. casei < 6,0 H. Karstriém (20) 
Sulfatasebakterien 6,7 E.. Hofmann (2) 
Hefen Milchzuckerhefen etwa 7,0 R. Willstdtter und 


G. Oppenheimer (21) 


Schimmelpilzen Aspergillus niger 4,7 Siehe experimentellen Teil 
“ Aspergillus oryzae 4.3 a. “ i 
(Takadiastase) 
Phanerogamen Rosaceen 4,2 bis 4,6 R. Willstidtter und 


W. Czany (22) 


Versuche. 


Fiir die folgenden Versuche wurden als Fermentmaterialien ent- 
weder Hefen (bzw. daraus bereitete Extrakte) verwendet, die nach 
Ziichtung auf Bierwiirze-Agar, Abschwemmung und Isolierung durch 
Zentrifugieren tiber CaCl, sowie P,O; getrocknet worden waren, oder 
Mycele von Schimmelpilzen, die nach Heranziichtung auf Rohrzucker in 
Raulin scher Nahrlésung gewachsen und nach wiederholtem Auswaschen 
durch Aufbewahren tiber CaCl, und P,O; oder durch Behandlung mit 
Alkohol nebst Ather in Trockenpraparate iibergefiihrt und fein 
zerkleinert waren. 

Die Ansaitze wurden in Gegenwart von Toluol bei 37° aufbewabhrt, 
die Anpderungen der optischen Drehung im 1-dm-Rohr an Proben 
von 3ecm beobachtet, die zuvor mit 1 cem n Sodalésung versetzt 
und klar filtriert worden waren. In mehreren Fallen wurden die 
durch Hydrolyse frei gewordenen Zucker mit alkalischer Kupferlisung 
bestimmt. 

Wie sich in friiheren Untersuchungen! bereits ergeben hat, erleiden die 
zu den Versuchen benutzten Substrate ohne Enzymzusatz in den angefiihrten 
Zeiten und bei den herrschenden Wasserstoffionenkonzentrationen keine 
Hydrolyse. Aus den gleichen Arbeiten ist bekannt, daS aus dem Ferment- 
material EiweiBstoffe in Lésung gehen, welche die optische Drehung bzw. die 
Ausscheidung von Kupferoxydul beeinflussen konnen; die dadurch bedingten 
Fehler bewegen sich jedoch innerhalb enger Grenzen und sind auBerdem 
auch schon deshalb zu vernachlassigen, weil bei den Versuchsreihen samtliche 
Ansitze gleiche Enzymmengen enthielten. 


' BE. Hofmann, diese Zeitschr. 272, 133, 417, 1934; 2738, 198, 1934. 
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1. po-Optimum der Saccharase bei Schizo-Saccharomyces 
octosporus. 
Fiinf Ansatze enthielten je 0,1 g der Trockenhefe + 3 ccm m/10 Acetat- 





pufferlésung! +- 2 cem 10°%ige Rohrzuckerlésung + 5 cem H,O. 
Bei py 5.6 5,2 4,9 4,6 4,2 
a 1ldm nach OStd. . . | +0,98° +0999 +0979 +0,98" + 0,98° 
i. ee ee + 0,93 + 0,82 + 0,72 + 0,76 + 0,83 
et. . @.. .§ +@a | +080 - O21 - 036 + 0,62 
Drehungsanderung nach 
2ORU. .o=.-. 6 2. . OB — 0,69 — 0,76 —- 0,62 ~ 0,36 


2. puo-Optimum der «-Glucosidase bei Schizo-Saccharomyces 
Pombe. 
In sechs Ansétzen je 50 mg der Trockenhefe + 2 ccm 10 °%ige «-Methyl- 





d-glucosidlésung -+ 3cem m/10 Acetatpufferlésung + 5cem H,O. 
Bei Pu 6,4* 5,8 5,2 4,6 4,1 3,8 
a idm nach OStd.. . +2,12° 2,12° | +2,14° | +2119 | +2,12° | +2,12° 
a 2 OMe ele + 1,27 + 1,25 + 1,05 + 0,81 + 0,92 + 1,23 
Drehungsianderung 
nach 24Std.... . —O.85 0,87 1,09 1,30 — 1,20 0.89 


* Durch Zusatz von Phosphatpufferlisung hergestellt 


3. po-Optimum fiir Maltase aus Schizo-Saccharomyces Pombe. 





2g der getrockneten Hefe wurden mit 20 cem Wasser + 1 cem Toluol 
20 Stunden bei 20°C aufbewahrt; von Zeit zu Zeit wurde mit n/l0 NH, 
genau neutralisiert und dann zentrifugiert. Die erhaltene klare Lésung 
diente als Fermentlésung. 

Fiinf Ansatze enthielten je 2cem Fermentlésung + 2cem 10° ige 
Maltoselésung + 3cem n/10 Acetatpufferlésung +- 3cem H,O. 

Bei PH 5,8 5,2 4.6 4,1 3.8 
a 1dm nach OStd. . . . |} +1,929  +1,9389 +1,929 | +1,92° + 1,93° 
@hsu yO goo ere RO + 1,32 + 1,25 + 1,65 + 1,70 
Drehungsanderung nach 
CRs c+ ous 6.0, — OT — 0,61 — 0.67 — 0,27 — 0,23 


4. px-Optimum fiir Saccharase aus Schizo-Saccharomyces Pombe. 

In fiinf Ansitzen wurden 50mg Trockenhefe mit 3cem_ 10° iger 
Rohrzuckerlésung + 3cem m/10 Acetatpufferlésung + 4cem H,O zu- 
sammengebracht. 





4.9 4,6 4,2 


on 
re) 


Bei Pu 5,6 


a@ idm nach OStd. ... +1449 +1429 +1,438° +4+1,43° + 1,44° 
a1, , 2 ,Std.. . |! +018 =+0,16 + 0,06 + 0,04 + 0,22 
Drehungsanderung nach 

eet. . 2... . 226 — 1,26 — 1,37 — 139 1,22 


' Hier wie bei allen folgenden Versuchen, Mischungen aus n/10 Essig- 
siure und n/10 Natriumacetatlésung von dem fiir jeden Ansatz angege- 
henem pu. 


99 * 
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5. po-Optimum fiir die Saccharase aus Aspergillus niger. 
Fiinf Ansatze enthielten je 50mg Fermentpulver + 3cem 10 %ige 
Rohrzuckerlésung -+- 2 cem m/10 Acetatpufferlésung + 5 cem H,O. 








Bei Py 5,6 5,2 4,9 | 4,6 4,2 
« 1dm nach OStd. . +1439 +1449 41449 +41,438° + 1,44° 
@)4 ». Bin «sf ORs | +022 + 0,11 + 0,12 + 0,15 
Drehungsanderung nach 
So a SO es - 1,10 — 1,22 133 — 1,31 —- 1,29 


6. po-Optimum fiir die Maltase aus Aspergillus niger. 


In sechs Ansatzen je 100 mg Ferment + 3 ccm m/10 Acetatpufferlésung 
3cem 10° ige Maltoselésung + 4 ccm H,O. 





Bei py 5,6 5,2 4,9 4,6 4,2 3,8 
a 1dm nach OStd.. .» +2,84° +2869 +2,85° 2,859 +2,84° +2,83° 
at. *, 85 «1 ee +2,30 +2,26 +222 +2,22 +2,31 
Drehungsinderung 
nach 3Std. ... . 0,39 0,56 0,59 ~ 0,63 0,62 — 0,52 


7. po-Optimum fiir Taka-Saccharase (aus Aspergillus oryzae). 


Sechs Ansitze mit 20mg Takadiastase (Sankyo) + 3cem 10 %iger 
Rohrzuckerlésung + 3cem m/10 Acetatpufferlésung + 4 ccm H,O. 








Bei Dy 6,0 5,6 5,2 4,9 46 | 42 
a 1dm nach OStd. . . . . |) +1,49° +1,48° +1,48° +1,49° +1,49° +1,47° 
OS wut ee . . | +0,84 +029 +027 +030 +036 +0,52 


Drehungsanderung nach Std. 115 -—1,19 1,21 1,19 | —1,18 0,95 





8. po-Optimum fiir die Maltase bei B. Delbriicki. 

In fiinf Ansitzen kamen je 50mg Ferment (Alkohol-Ather-Trocken- 
priparat aus frischen Bakterien hergestellt) auf 50mg Maltose + 5 ecm 
m/15 Phosphatpufferlésung + 5 cem H,O. 

Die Hydrolyse wurde hier nicht durch Beobachtung der Drehungs- 
anderungen, sondern durch Bestimmung der Reduktionskraft der Versuchs- 
lésungen nach Lehmann-Maquenne festgestellt, und zwar in Proben von 


2cem nach 30 Stunden. 





Bei py 6.8 6,5 6,2 5,9" 5,6* 
mg Cu nach 30Std.. . . 23,5 242 23.8 19,1 17,3 


* Mit m/15 Acetatpuffer hergestellt 


9. po-Optimum fiir die #-Glucosidase in Aspergillus niger. 
Vier Ansatze enthielten je 0,1 g Ferment + 0,1 g Salicin + 5 cem m_ 15 
Acetatpufferlésung + 5 ccm H,O. 
In fiinf Proben wurde nach 16 Stunden die freigewordene Glucose nach 


Lehmann-Maquenne bestimmt. 





Bei Py 64* 5.6 5.0 4.4 


meg Cu nach 16Std.. ..... 10,3 15.9 33.5 39.5 


* m/15 Phosphatpuffer 
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10. po-Optimum fiir die /-Galaktosidase in Aspergillus niger. 
Fiinf Ansatze enthielten je 0,1 g Ferment + 0,1 g Lactose-ureid — 5 eem 
m/15 Acetatpufferlbsung + 5cem H,O. 
3cem-Proben wurden nach 24 Stunden mit 15 cem Ostscher Lésung * 
gekocht; die Reduktionskraft ist nach den fiir diese Lésung geltenden 
Tabellen angegeben. 








Bei py 5,6 5,2 4,8 4.6 4,3 
mg Cu nach 24Std.. . . 35,9 36,2 43.5 47.6 39.4 


* Hier muB Ostsche Lésung aus den friiher (diese Zeitschr. 253, 464, 
1932) dargelegten Griinden benutzt werden. 


Literatur zu den Tabellen a bis d (S, 322—824). 


1) Diss. Helsinki 1930. 2) Diese Zeitschr. 272, 133, 1934. 3) Ebenda 
a7, 70, 1913. 4) H. 134, 224, 1924. 5) Diese Zeitschr. 272, 417, 1934. 
6) H. 154, 64, 1926. — 7) Diese Zeitschr. 161, 456, 1925. — 8) Chem. Centralbl. 
1934, II, 2840. 9) J. exper. Med. 32, 583, 1920. 10) Diese Zeitschr. 21, 
256, 1909. — 11) Ebenda 35, 386, 1911. 12) Ebenda 212, 241, 1929. 
13) H. 189, 1, 1924. — 14) Biochem. J. 19, 350, 1925. 15) Zeitsehr. d. 
Ver. Deutsch. Zuckerind. 78, 539, 781, 1928. 16) Diese Zeitschr. 256, 
450, 1932. — 17) H. 121, 183, 1922. — 18) H. 117, 159, 1921. 19) Diese 
Zeitschr. 267, 309, 1933. 20) Acta Chem. Fenn. 5, 44, 1932. 21) H. 118, 
168, 1922. — 22) H. 11%, 182, 1922. 











Uber den enzymatischen Abbau von Mucoitinschwefelsaure. 
Von 
€. Neuberg und W. Cahill. 


(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biochemie in Berlin-Dahlem.) 


Chondroitinschwefelsaure wird, wie C. Neuberg und E. Hofmann! 
vor einiger Zeit gefunden haben, durch ein Ferment hydrolysiert, das 
in einer Mikrobe aus der Gruppe des Bakteriums fluoreszens non lique- 
faciens vorhanden ist. Die Witkung des Enzyms, der Chondro-sulfatase, 
besteht darin, daB es die Schwefelsdure vollkommen in Freiheit setzt 
und auBerdem den Kohlenhydrat-komplex zu reduzierenden Substanzen 
aufspaltet. Vielleicht noch weiter verbreitet ist in der Natur eine det 
Chondroitinschwefelsdure verwandte Esterschwefelsaure, die Mucoitin- 
schwefelséure, die in zahlireichen tierischen Geweben und Organen 
anzutreffen ist. Die Komponenten der Mucoitinschwefelsaure sind nach 
den Untersuchungen von P. A. Levene? von denen der Chondroitin- 
schwefelsiure verschieden und nicht auf gleiche Weise zusammen- 
gefiigt. Der Autor und seine Mitarbeiter nehmen an, daB die Schwefel- 
siure an einer anderen Stelle des Kohlenhydratkerns haftet; auBer- 
dem enthalt dieser statt des Aminozuckers Chondrosamin das _iso- 
mere Glucosamin. 

Angesichts der Verschiedenheit dieser beiden natiirlich vorkommen- 
den komplizierten Ester-schwefelsauren war zu untersuchen, ob auch 
die Mucoitinschwefelséiure der enzymatischen Zerlegung zuganglich 
ist. Wir haben gefunden, daB das gleiche Fermentmaterial, das Chon- 
droitinschwefelsiure angreift, auch Mucoitinschwefelsaéure hydrolysiert. 
In 5 Tagen wird praktisch die gesamte Schwefelsdure (95°) abgespalten, 
und auBerdem gehen auch aus der zuvor nicht reduzierenden Ver- 
bindung Stoffe hervor, die auf Fehlingsche Mischung stark einwirken. 

0.5660 g mucoitinschwefelsaures Natrium + 2,1032 g Ferment- 
priparat + 100 cem Wasser + 2 ecm Toluol. 





Reduktionsvermigen 


Abgespaltene bear} 
at “tae eel von 10cem Urlisung, 
Zeit Schwefelsaure ausgedriickt in cem 
9! n/10 Nay S, 03 
Anfangs ..... 0 0,1 
Nach 2Tagen. . . 75,2 5,2 
i: «pale Ae Serre 95,5 fe 


pu zu Beginn 6,8; am Ende 6,7. 


1 CO. Neuberg u. E. Hofmann, Naturwiss. 19, 484, 1931; diese Zeitschr. 
234, 345, 1931. — 2 P. A. Levene, Monogr. of the Rockefeller Institute for 
Medical Research, New-York 1922; P. A. Levene u. J. Lopez-Sudrez, J. of 
biol. Chem. 36, 105, 1918. 
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Das Reduktionsvermégen wurde nach der Methode von Lehmann- 
Maquenne ermittelt. Die geringen Mengen Sulfat und reduzierender 
Substanz, die aus dem Bakterienmaterial herstammen, sind in Rechnung 
gestellt. Die Schwefelsiure wurde direkt als Bariumsulfat bestimmt. 

Die Mucoitinschwefelséure war nach Levene und Lépez-Sudrez aus 
menschlichen Nabelschniiren isoliert. 

Die Chondrosulfatase erweist sich somit als ein auch auf Mucoitin- 
schwefelsaure eingestelltes Enzym. Die sulfatatische Spaltbarkeit des 
Substrats unterliegt keinem Zweifel. Die Natur der zuckerahnitichen 
Substanzen ist noch aufzuklaren, und eingehende Experimente sollen 
auch mit einigen zum Teil etwas anders zusammengesetzten Mucoi- 
tinen vorgenommen werden. Inzwischen sind im hiesigen Institut 
noch weitere Mikroben gefunden, die Substanzen der Chondroitin- 
schwefelsduregruppe spalten, ferner ist festgestellt, daB auch Sulfatide 
in Form der Cerebronschwefelsiure von G. Blix angegriffen werden. 











Stabilisierung von Carboxylaselésungen. 
Von 
Otto v. Schoenebeck. 
Fortgesetzte Untersuchungen iiber die Carboxylase'. 
Von 
C. Neuberg. 


(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biochemie in Berlin-Dahlem. 


Mit 3 Abbildungen im Text. 


In einer friiheren Mitteilung? sind Versuche zur Reinigung von 
Carboxylase beschrieben und ist mitgeteilt worden, daB man nach den 
dort angegebenen Vorschriften zur Adsorption und Elution sowie durch 
Beseitigung des EiweiBes mittels Essigséure nebst nachfolgender 
Dialyse zu Praparaten gelangen kann, die proteinarm sind, in giinstigen 
Fallen nur bis zu 3°, des urspriinglichen Stickstoffgehaltes aufweisen. 
Trotzdem decarboxylieren sie Brenztraubensdure, besonders gut die 
Pyruvinat-Sulfit-verbindung*. Das zu diesen Versuchen verwendete 
Ausgangsmaterial war stets frisch bereiteter Hefemazerationssaft, in 
dem Carboxylase reichlich vorhanden ist*, so reichlich, daB er sogar 
zu minutidsen quantitativen Bestimmungen von Brenztraubenséure 
benutzt werden kann§. 

Die Arbeiten mit Carboxylase werden dadurch erschwert, dab 
dieselbe in gew6hnlicher Lésung nur beschraénkte Bestandigkeit besitzt, 
weil das Ferment seine Spaltungskraft einbiiBt. Seit alters her wei 
man und durch zahlreiche Erfahrungen ist bestatigt, da Glycerin 
einen konservierenden EinfluB auf Fermente ausiibt, ja daB man 
in bestimmten Fallen iiberhaupt Enzyme aus Geweben_ tierischer 
oder pflanzlicher Natur am besten mit Propantriol auszieht. Wegen 
dieser Eigentiimlichkeit der Fermente, in Glycerin léslich zu sein, 
wurde es zuerst von v. Wittich® zu ihrer Extraktion empfohlen. Fiir die 
Carboxylase ist bereits Unempfindlichkeit gegen Glycerin von C. Neuberg 
festgestellt’, und sie 14Bt sich sogar aus damit plasmolysierter frischer 
Hefe freilegen?; neuerdings haben H. Langenbeck, H.Wrede und 
W. Schlockermann® im Gange ihrer Reinigungsversuche sich ebenfalls 
das Glycerin zunutze machen kénnen, weil es ein Gefrieren der Lésungen 


' Ausgefiihrt mit dankenswerterweise von der Rockefeller Foundation in 


New-York gewahrten Mitteln. 20. v. Schoenebeck, diese Zeitschr. 272, 42. 
1934. % Versuchsanordnung nach C. Newberg, Ber. 538, 1048, 1920. 


* C. Neuberg u. Joh. Kerb, Zeitschr. f. Garungsphysiol. 1, 115, 1912. 

° O. Warburg, F. Kubowitz u. W. Christian, diese Zeitschr. 227, 251, 1930. 
6 v, Wittich, Pfliig. Arch. 2, 193, 1869. — 7 C. Newberg, diese Zeitschr. 

71. 56u.61, 1915. 8 Zeitschr. f. physiol. Chem. 227, 263, 1934. 
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bei — 22° verhindert und weil die an Tonerde B gebundene Carboxylase 

ebenso wie die in Glycerin geléste! — wirksam ist, wenn das Adsorbat 
in Glycerinwasser suspendiert wird. Nicht aus diesen Griinden — unsere 
Versuche sind bei Zimmertemperatur und mit nativen Saften ausgefiihrt 

sondern wegen der allgemein schiitzenden EKigenschaften haben wir 
uns des Glycerins bedient, und zwar folgendermaben. Die Bereitung des 
Mazerationssaftes aus der Trockenhefe haben wir direkt mit der drei- 
fachen Menge 50°%,igen Glycerins vorgenommen. Die Mazeration 
gelingt mit dieser Fliissigkeit in der selben Weise wie allein mit Wasser, 
nur ist es 6fter angezeigt, die Digestion bei 37° auf 5 Stunden aas- 
zudehnen, um selbstgérungsfreie Fermentlésungen zu erhalten. Die 
dann durch scharfes Zentrifugieren geklarte Fliissigkeit ist ohne wesent- 
liche Wirkungsverminderung einen Monat lang haltbar. Lediglich die In- 
kubationszeit der Brenztraubensaéure-vergérung ist etwas verlangert. 
Erst nach Ablauf von !/, Stunde beginnt die kraftige und gleichmabige 
CO,-Entwicklung, welche beim frischen wasserigen Extrakt fast ohne 
Verzug einsetzt. Natiirlich wird die im Brutschrank bereitete Ferment- 
lésung dann im gewohnlichen Eisschrank (bei + 5 bis 6°) aufbewahrt. 
Die so mit Glycerin hergestellten Hefeausziige vergairen zunachst 
auch ohne weiteres Hexosen, jedoch in der Regel nach 3 Tagen diese 
Zucker? nur auf Zugabe von Co-Ferment in Form des Hefekochsaftes, 
wahrend Brenztraubenséure, wie gesagt, nach wie vor ohne Bei- 
fiigung von Hefekochsaft noch nach Wochen zerlegt wird. Es hat 
sich also in der Lésung der gleiche Vorgang abgespielt, der fiir 
Trockenpraparate schon bekannt und als ,,Selbstdifferenzierung™ be- 
schrieben ist®. Auch mit dem Glycerinextrakt wurden als Um- 
wandlungsprodukte der Brenztraubenséure Kohlendioxyd und Acet- 
aldehyd erhalten. [Acetoin fehlt natiirlich, wenn Pyruvinatsulfit (siche 
S. 333) als Substrat gewahlt wird.] 


Aus den Glycerin-Jésungen lieB sich Carboxylase durch Adsorp- 
tionsmittel nicht herausnehmen; wenigstens wurden bislang keine 
carboxylatisch wirksamen Fliissigkeiten gewonnen, wenn die mit den 
Adsorbenzien in gewohnter Weise erzeugten Adsorbate eluiert wurden. 
Dagegen befindet sich die Carboxylase in den vom adsorbierten Material 
abzentrifugierten Restlésungen, von denen einzelne Brenztraubensaure 
wesentlich schneller als die Urlésung vergirten. Auch nach Beseitigung 


' (', Neuberg, a. a. O. — ? Zur Wiederauflésung von zuckervergiren- 
dem eingetrockneten HefepreBsaft oder von Trockenpraparaten, die 
aus PreBsaft mit Alkohol-Ather bereitet sind (Buchner, Rapp u. 
Albert, Ber. 32, 127, 1899; 33, 971, 1900), sowie zur Hemmung 
zymasezerstérender Agentine (Buchner u. Haehn, diese Zeitschr. 19, 
191, 1909) ist Propantriol verwendet worden. Vgl. auch v. Lebedew 
u. Rinckleben, Chem. Ztg. 36, 365, 1912). 3 ('. Neuberg, diese Zeitschr. 
152, 204, 1924. 
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der bei der Adsorption entfernten Begleitstoffe zeigte eine solche 
Carboxylaselésung hohe Bestandigkeit. 

Die Stabilisierung einer Carboxylaselésung kann man auch durch 
nachtraglichen Glycerinzusatz zum wasserigen Mazerationssaft erreichen ; 
die Enzymlésung erweist sich dann unter Beriicksichtigung des Ver- 
diinnungsgrades kaum weniger wirksam als die durch Extraktion 
mit Glycerin-wasser gewonnene. Da es sich im Falle der Stabilisierung 
mittels Glycerin nicht um eine Paralysierung bestandiger Hemmungs- 
kérper handelt, spielt der Zeitpunkt, an dem der wasserige Extrakt mit 
Glycerin versetzt wird, eine groBe Rolle. Die Stabilisierung gelingt um 
so besser, je friiher der Zusatz von Glycerin geschieht. 

IF’. F’. Nord‘ hat angegeben, daB niedere Temperaturen (von —- 5 bis — 15°) 
die Resistenz der Carboxylase begiinstigen; Langenbeck und Mitarbeiter 
(l. c.) haben gezeigt, daB sich methanolhaltige Lésungen bei 20° halten. 

Weiter haben wir versucht, unter Heranziehung des alten Prinzips 
von EF. Salkowski?, das neuerdings M.G. Sevag* mit Erfolg zur Ent- 
fernung von Protein aus Bakterien-extrakten benutzt hat, Carboxylase 
zu reinigen. Sowohl bei Saft, der mit fliissiger Luft vorbehandelt war, 
als bei nativem Mazerationssaft kann man durch Schiitteln mit Chloro- 
form und Amylalkohol oder mit Amylalkohol allein eine nahezu voll- 
stindige EnteiweiBung erzielen: aber die Restlésung zeigte keine 
carboxylatische Wirksamkeit mehr. Auch die durch den organischen 
Stoff erzielten Proteinfallungen waren Brenztraubenséure gegeniiber 
unwirksam, wenigstens wenn sie so verwendet wurden, wie sie bei 
dem Schiittelungsvorgang ausfallen. Es lieB sich auch aus diesen Nieder- 
schlagen mit sekundérem Na-Phosphat keine wirksame Carboxylase 
eluieren. 

Die Einzelheiten ergeben sich aus dem Versuchsteil und den bei- 
gegebenen Kurven. 

Experimentelles. 
Darstellung des Glycerinextraktes. 

Zur Feststellung der giinstigen Extraktionsbedingungen d. h. des 
zweckmaBigsten Verhaltnisses von Trockenhefe zu 50°%,iger Glycerin- 
lésung, wurden die Mengen der Trockenhefe variiert, und zwar kamen 
auf 1 Teil Trockenhefe 3 bzw. 6 bzw. 12 Teile 50% igen Glycerin- 
wassers. Die Extraktionen sind bei iibereinstimmenden Bedingungen 
(fiinfstiindige Digestion bei 37°) durchgefiihrt worden. Auf Grund 
unserer Erfahrungen empfehlen wir als giinstige Vorschrift: 

1 Teil Trockenhefe wird mit 3 Teilen einer 50°,igen Glycerin- 
lésung bis zur Beendigung der Selbstgirung im Brutschrank bei 37° 
aufbewahrt. (Die Digestion ist bei dem zur Verfiigung stehenden 


1 F.F. Nord, Protoplasma 4, 547, 1928. — ? E. Salkowski, H. 31, 
329, 1900. — * Diese Zeitschr. 273, 419, 1934. 
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glykogenreichen Hefematerial bis zu 5 Stunden ausgedehnt.) Hierauf 
wird der Extrakt scharf zentrifugiert, so daB er véllig klar wird. 


Stabilisierang der Carboxylase. 
Die stabilierende Wirkung des Glycerins sei im folgenden durch 
die in Tabelle I und Kurvenbild 1 erlauterten Versuche belegt. 


Tabelle I. 





Glycerinextrakt Wisseriger Extrakt 


Zeit 2 Tage alt 25 Tage alt 2 Tage alt 25 Tage alt 


entwickelte mg CO, 


20mm, . 1 i ; 24 18 1,0 0.0 
| ne Oe ae 47 36 . 
40 . ite. Heo: 65 59 = 
Der ae 72 64 

60 me BY Tings 73* 71 2.5 0 
met. eer 73 74 

| ES Se ee 73 74 = 

24Std. . GP gh eh 73 74 3,0 0 


73mg CO, zeigen eine Spaltung zu 83°), an, die auch mit dem frisch hergestellten Saft 
erhalten wurde. 


Fur alle Versuche wurden die Géaransatze folgendermaBen zu- 
sammengesetzt : 





2ccem m- Brenztraubensiure, mg CO, 

2 ,, m- Essigséure - Acetat - * 
puffer, 70;— ae 

2 ,, m-Dinatriumsulfitl6- gg} 
sung, 3 Tropfen Toluol. 





—-- + + 4 


Bei 100° iger Spaltung 
miissen 88 mg CO, entwickelt 
werden. Die Fermentmenge yy 
(z. B. 4cem Extrakt) in der 
Versuchsl6sung bewirkte eine “ * 
Endspaltung, die im Durch- 
schnitt 80°, betrug. 








2 Tage alter wassriger Extrakt 


J 
20 40 60Mn 2 3 2¢ Std 
Abb. 1. 











Zu den in den Tabellen I 
bis VI angegebenen Werten 
(mg CO,) sei bemerkt, daB neben jedem Versuch ein Leerversuch ohne 
Substrat mit Mazerationssaft bzw. Restlésungen der Adsorbate, mit 
Elutionen oder Hefekochsaften lief, um etwaige nicht carboxylatisch 
entstandenen Kohlensiuremengen zu erfassen. 

Zum Zweck des Vergleichs wurde aus derselben Trockenhefe ein 
wasseriger und ein 50°, Glycerin enthaltender Extrakt hergestellt. 
Der wasserige Extrakt fiihrte am zweiten Tage nach seiner Bereitung 
nur noch eine Spaltung zu 3°, herbei, wahrend der Glycerinextrakt 








334 O. v. Schoenebeck u. C. Neuberg: 


zur gleichen Zeit Brenztraubensaure zu 84°, zerlegte und diese Wirksam- 
keit ohne wesentliche Verminderung bis zum 25. Tage und langer 
beibehielt. Wie schon im theoretischen Teil erwaihnt wurde, ist der 
Carungsanfang, d.h. der Beginn kraftiger und gleichmaBiger CO,- 
Entwicklung, um etwa ' , Stunde verzégert. 

Auch im gewohnlichen Garréhrchen laBt sich mit dem ein Monat 
alten Carboxylase-Glycerinextrakt die Brenztraubenséure-vergérung 
deutlich als einfacher Vorlesungsversuch demonstrieren. 

Die mitgeteilten quantitativen Daten sind durch exakte Messungen 
im Finkschen Schiittelapparat (Temp. 306°) gewonnen. 

Verhalten gegentiber Adsorbenzien. 

Zu den Versuchen wurden je 100 cem Glycerinextrakt mit den 
in der Tabelle II jeweils angegebenen Mengen Adsorbens unter guter 
Kiskiihlung beim natiirlichen py (— 6,0) vermengt. Die Zentrifugate - 
in der Tabelle LI mit Restlésung bezeichnet wurden unter Beriick- 
sichtigung des jeweiligen Verdiinnungsgrades auf ihre carboxylatische 
Wirksamkeit gepriift. In keinem Falle wurden wesentliche Mengen 
Carboxvlase an das Adsorbens gebunden. In den mit verschiedenen 
Tonerde-praparaten vorbehandelten und abzentrifugierten Restldsungen 
trat die Vergairung 6fter schneller ein als in den nativen Saften. 


Tabelle II. 





Durch 
4ce0om Der Glycerinextrakt Durch 4cem Elution 
Glycerin- wurde absorbiert 4cecem Rest- entwickelten 
Zeit extrakt lisungent- __ i 
ent- wickelte 
mgCOs ioe | ME COt | mach Std. | Ode 
39 Min 7.8 Tonerde A 420 70* 24 0,0 
80 , 7,8 . 2 789 70* — 
eee 9,3 ee 389 69* — 
2 Std 61 Ke-koll. 10 cem ** 58 24 0,0 
2 70 ¥ 20, ** 70 — — 
4 71 x eae ae 70 . . 
2 61 Fey Os t 188 58 . 
4 62 Bauxit 5 000 52 _ _ 
- gee 61 ‘ 10 900 57 24 0,9 
: ee 62 Kaolin 3 060 58 24 0,0 
* Nach 5tigigem Stehen zeigte die Restlisung die gleiche carboxylatische Wirksamkeit. 
** 5° jiges Ferr. oxyd. dialysat. (Schering). — *** HKS. = Hefekochsaft. + Ferri- 


hydroxyd (18,8 mg Fe,QO 3/cem) nach Willstatter und Waldschmidt- Leitz. 

Zur Elution wurde der gesamte feste Riickstand in 50cem m5 
sekundérem Na-Phosphat gut aufgeriihrt und unter Eiskiihlung und 
6fterem Umschwenken 3 bis 5 Stunden digeriert. Die Wasserstoffionen- 
konzentration betrug durchschnittlich py = 8,0. Die klaren Eluate 
zeigten auch nach Hinzufiigung von Hefekochsaft, in dem sich Anhagens 
Co-carboxylase befand, bei optimalem px keine Garkraft gegeniiber 
Brenztraubensaure. 


salsa csi in nAabIkatms 
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Stabilisierung von fertigem wdsserigen Mazerationssajt. 

In Tabelle [II] und Kurvenbild 2 tritt der durch nachtragliche 
Glycerinzugabe (Glycerin DAB 6, etwa 90 °,ig) bewirkte Stabilisierungs- 
erfolg deutlich zutage. In keinem Falle vermochte Hefekochsaft einen 
ahnlichen Effekt beziiglich der carboxylatischen Wirksamkeit hervor- 
zurufen. Es wurden in Anwensenheit des letzteren bestenfalls noch 
23°, der vorhandenen Brenztraubensadure bei einer 48stiindigen 
Versuchsdauer gespalten, gegeniiber einer 83°,igen Zerlegung, die bei 
Zusatz der gleichen Menge Glycerin bereits nach 3 Stunden ein- 
getreten war. 

Tabelle III. 








Wisse- em Glycerin** zu ecm Hefekochsaft** zu 
riger Giransatz von 10cem Giransatz von 10 ccm 
Zeit A : PRESET oe Srsme es Se A ee 
' trakt* 05 1,0 2,0 | 3,0 | 4,0 | 05 1,0 2.0 3,0 4,0 
entwickelt mg CO. ‘ 

Nach40Min. . . 4,7 | 54) 7,1) 9,6) 12,0) 18,61 4,4) 45) 51) 51! 55 
a || eee 5,3 6,7 89/138 19,2 241 53 54 62 62 69 
» 100 , ..) 54 | 7,4 | 11,8} 25,0 | 40,5 52,8) 62 | 66 7,6; 7,8) 89 

2Std... 5,4 7,8 12,7) 31,7 52.6 629 64 69 83 83 98 
eo ae 54 | 7,9 14,7|535 70,7, 73,0 64) 7,3 96) 96 11,8 
RE Sandie x 54 7,9 16,5/66,4 73,0 73,0 64 7,5 98 10,3 13,0 
48 , .. | 54 | 7,9 19,1! 67,7 | 73,0 73,0) 6,4 | 10,4 13,1) 12,0 20,6 


* Der wisserige Extrakt wurde nach 24stiindiger Aufbewahrung im Eisschrank (+ 4° bis 
5°) verwendet. — ** Die Volumeninderungen durch die wechselnden Zusitze von Glycerin 
oder Hefekochsaft brauchten nicht beriicksichtigt zu werden, da jeweils die gesamten Fliissig- 
keitsmengen in die Mefréhren eingefiillt wurden. 

Im Kurven- 
bild 2 entspricht 
die Reaktionsge- 
schwindigkeit bei 
der eben erwahn- 
ten Aktivierung 
mit 4cem Hefe- 
kochsaft ungefahr 
der, die durch 
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1com Glycerin 














; as\em Glycerin 
leem 90 % iges os ee a 

See ; ohne Lusatz | a 
Glycerin 2s ie Se 3 : V8 Std 
l0cem Garansatz Abb. 2. 


erreicht = wurde. 

Zuvor ist bereits erwahnt, dab der Zeitpunkt des Glycerinzusatzes 
von Bedeutung ist. Wie durch die Daten der Tabelle LV, ferner das Aurven- 
bild 3 belegt wird, 14Bt sich eine wirkliche Stabilisierung nur durch 
sofortige Zugabe von Glycerin erzielen, und zwar mul die Glycerin- 
menge mindestens 50°, betragen. Versetzt man den wiasserigen Extrakt 
erst nach 24stiindigem Stehen bei 0° mit dem entsprechenden Quantum 
Glycerin, so kann dadurch eine Zerstérung der Carboxylase nicht 
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wesentlich aufgehalten werden. Schon nach 6 Tagen war die Wirksam- 
keit des nachtraglich mit Glycerin gemischten Extraktes auf etwa die 
Halfte gesunken, und er besaB am 14. Tage nur mehr 2°, seiner 


urspriinglichen Spaltungskraft. 


Tabelle IV. 





Saft A Saft B 


14. Tag 


Alter des Saftes. . 1. Tag 1.Tag 5.Tag 5. Tag 1. Tag | 1. Tag 6. Tag 


cem* Ferment . . 4,0 4,0 ‘ ) ‘ 4.0 4.0 4,0 
* Glycerin .. _ 4.0 - : 4,0 4,0 4,0 


Zeit 
40 Mia. oy. . t 7 - ~~ -- 
GO . ; 7 32,7 3,7 | 581 12,0 
ee p - _— 
90, wears — — (3 Std.) 
pe Ben - ‘ . 45,7 
Ge au . 2. i. ee 70.6 


> 7 9 708 


* Pro Giransatz von 6 cem, 


Zur Erlaute- 
rung der in Ta- 
belle LV angefiihr- 
tenVersuche sei ge- 
sagt, daB Saft A 
einen  wasserigen 
* eerste 1 es ; Extrakt bedeutet, 
ohne Zusata von dem am ersten 
und fiinften Tage 
Anteile entnom- 
men wurden, um 
auf die Méglichkeit eines Stabilisierungseffektes durch dann zuge- 
gebenes Glycerin (4ccm pro 10 cem Garansatz) zu priifen. 








40 60Min. 3 6 Sti. 
Abb. 3. 


Der Saft B ist ebenfalls ein wasseriger Extrakt, der aber erst nach 
24stiindiger Aufbewahrung im Eisschrank zur Halfte mit Glycerin 
versetzt war. Bei den am 6. und 14. Tage entnommenen Proben ist die 
durch die Glycerinbeigabe bedingte Verdiinnung der Enzymlésung 
beriicksichtigt. 

Bestimmung der Spaltprodukte. 

Um uns zu vergewissern, daB das entwickelte Kohlendioxyd tat- 
sichlich allein von der Vergérung der Brenztraubensaéure herriihrt, 
wurde ein Versuch mit der zehnfachen Menge der normalen Garansatze 
durchgefiihrt. Dazu wurden drei Versuche von folgender Zusammen- 
setzung angestellt und bis zur vollstaéndigen Beendigung der Gasabgabe 
24 Stunden im Brutschrank belassen. 





Stabilisierung von Carboxylaselésungen. 


Versuch 1: 22 cem m-Brenztraubensaurelésung, 
22. ,, Acetat-Essigsiure-puffer, 
22 ,, m-Na,SO,-Lésung, 
44 .,  wisseriger Mazerationssaft. 
Versuch 2: Analoge Zusammensetzung wie Versuch 1, und auBerdem 
44 cem Glycerin. 
Versuch 3 (Leerversuch): 
22 ccm H,O, 
22 ,, Acetat-Essigsiure-puffer, 
22 ,,  m-Na,SO,-Lésung, 
44 ,, wasseriger Mazerationssaft, 
44 ,, Glycerin. 

Die Bestimmung! des gebildeten und durch Redestillation gereinigten 
Acetaldehyds erfolgte durch Fallung mit 2, 4-Dinitro-phenylhydrazin- 
chlorhydrat. 

In 'Tabelle V sind die mg CO, angefiihrt, die bei der Priifung der den 
Versuchsgemischen entnommenen Proben bei Ansatz 1 — 10 cem, 
bei Ansatz 2 und 3 = 14 ccm im Finkschen Apparat entwickelt 
wurden. In der letzten Zeile ist die Endspaltung, gemessen an der 
entwickelten Menge CQ,, in Prozenten angegeben. 


Tabelle V. 





Die Bestimmung als 


sis Ansatz ° 2 
2, 4- Dinitro - phenylhy - cnigetitiian —— ae a ‘ 


. ecm Ferment... . i : 4,0 
drazon erfolgte nach der RC Co a eae 4.0 
iiblichen Vorschrift2. 7 m-Brenztraubensaiure* 2, 2,0 

Im Ansatz waren 
20 cem m-Brenztrauben- 
saurel6sung = 2,76 2g 
Brenztraubensaiure — ent- 
halten; ihr entsprechen 
bei einer 100 %Gigen Spal- 
tung 


Zeit entwickelte mg CO», 
Nach 1 Std. . a 5, 298 0.0 
ea errr : ),i 72,2 0,') 
a ere “ 72.4 0,0 
Endspaltung in % . . , 82°, 0, 
* Natiirlich mit den oben angegebenen Zusatzen. 

0,88 g Acetaldehyd oder 4,48 g Acetaldehyd-hydrazon, 
bei der hier erzielten Umsetzung zu 81% 
= 3,63 g Acetaldehyd-hydrazon. 


Gefunden sind 3,57 g Acetaldehyd-hydrazon, vom Schmelzpunkt 162 


bis 164°, das nach einmaligem Umkristallisieren aus verd. Alkohol den Smp. 
von genau 165° (theor. Zahl 165°) besafB. 


Die Aldehydausbeute steht mit der gemessenen Quantitat CQO, in 
bester Ubereinstimmung. 
Vergdrung von Zucker durch den Glycerinextrakt. 


In Tabelle VI sind Garansaitze mit Fructose und Glucose unter 


Gegeniiberstellung von solchen mit Brenztraubensdure aufgezeichnet 


1 Nach C. Neuberg u. E. Reinfurth, diese Zeitschr. 89, 390, 1918. 
2 BE. Simon u. C. Neuberg, ebenda 232, 479, 1931. 
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Die Versuche sind mit und ohne Hefekochsaft unter Verwendung von 
Glycerinextrakt als Fermentlésung vorgenommen. Die Versuchs- 
ergebnisse deuten auf rasche Zerstérbarkeit der Co-Zymase hin, da der 
Effekt des Kochsaftes unverkennbar ist. 


Tabelle VI. 





25 Tage 30 Tage 





2 Tage alter Glycerinextrakt * alter Extrakt alter Extrakt 

ecem Extrakt. . 4,0 4,0 4,0 4.0 4,0 4,0 4,0 4,0 4.0 4.0 
o« a <<. - 4.0 - 4.0 _ 4,0 4.0 
pro Gir- 250 ng 250 mg pro Gar- 250 mg 250 mg 

ansatz ** Fructose, Glucose, ansatz** Fructose, Glucose, 

von gelist in gelist in von gelist in gelist in 
6 ecm 6cem H,0 6ecem H20 | 6 cem 6cem H,0 6eem H,O 

Zeit entwickelte mg CO, 

Ce 16,5 0,0 00 O00 O00 71,0 0,0 0,0 0,0 0,0 
Bigs shen 72,6 14.109 92) 23,2, 740 | — 19 05 20,4 
Wile) ery x 72,6 14 17,1 | 12,5) 25,4) 74,0 | 0,0 2.5 0,0 23,9 
>: a as 72,6 | 4,9: 77,3 | 55,9; 81,4) 74,0 | 0,0 | 78,7) 3,7 | 66,8 
48 , ... 72,6 47,6 107,0 86.9 1060 74,0 0,0 1120 68 1009 


* Dieser Glycerinextrakt zeigte die gleiche carboxylatische Wirksamkeit wie der frische 
Extrakt. ** Giransatz mit Pyruvinat nach S. 333. 


Mit einem 2 Tage alten Extrakt wurden Fructose und Glucose 
vergoren, doch war schon deutlich eine Schwachung der Co-Zymase 
zu bemerken. Mit einem 30 Tage alten Extrakt war in beiden Fallen 
(bei Fructose und Glucose) Zugabe von Kochsaft notwendig, um die 
Zucker zu spalten. 


Versuche mit fliissiger Luft. 

50 cem eines wasserigen Mazerationssaftes lieben wir durch Ein- 
tauchen in ein DewargefaB, in dem sich fliissige Luft befand, ausfrieren 
und hierauf vorsichtig auftauen, in der nicht in Erfillung gegangenen 
Hoffnung, daB dabei Begleitstoffe ausfallen wiirden. Diese Behandlung 
wurde wiederholt. Nach dem vollstandigen Auftauen wurde die Ferment- 
lésung mit der dreifachen Menge Chloroform und der doppelten Menge 
Amylalkohol 5 bis 6 Stunden geschiittelt. In einem zweiten Versuch 
arbeiteten wir nur mit Amylalkohol allein. Hierauf wurde die Mischung 
1 Stunde zentrifugiert und mit der Pipette vorsichtig die klare Lésung 
abgehebert. Diese enthielt weder durch Erhitzen koagulierbares Eiweil, 
noch durch Trichloressigsiure oder Ferrocyanwasserstoffsiure fallbare 
Verbindungen. Das Zentrifugat sowie der in 50°,igem Glycerin auf- 
genommene, durch Entfernung des Amylalkohol-Chloroform-gemisches 
erhaltene feste Riickstand zeigte mit und ohne Zusatz von Hefekochsaft 
keine carboxylatische Wirksamkeit. 
































Uber Bildung von Diketonen aus Bestandteilen des Tabaks. 


Von 
C. Neuberg und M. Kobel. 


(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biochemie in Berlin-Dahlem.) 


Aus Untersuchungen von Newberg und Burkard (1) weiB man, dab 
im Tabakrauch verschiedene niedere und héhere Ketone auftreten, 
die an der Entwicklung des Aromas Anteil haben. Das Diketon Diacety] 
ist gleichfalls zugegen, wie SchmalfuB, Barthmeyer und Schaake (2) 
gefunden und Newberg und Burkard bestatigt haben. 

Der RauchprozeB ist bis zu einem gewissen Grade mit den Vor- 
gingen der Verschwelung und der trockenen Destillation in Parallele 
zu setzen, so daB man sich fragen muB, aus welchen Substanzen das im 
Dampf vorhandene Diacetyl hervorgegangen ist. Um ein biologisch 
entstandenes priformiertes Produkt kann es sich kaum handeln, weil 
das fliichtige Diacetyl aus Tabakfertigfabrikaten entwichen sein miibte, 
und das Acetyl-methyl-carbinol, das eine Vorstufe (3) sein kann, 
autoxydabel ist und Diacetyl gibt, sich also in aufbewahrten Tabak- 
waren nicht halten wiirde. Beide Stoffe haben wir dementsprechend in 
wisserigen Ausziigen vergorenen und normal gelagerten Tabaks vermibt. 
Es wiire immerhin méglich, daB 2, 3-Butylenglykol unter den Fermen- 
tationsprodukten des Tabaks vorkame und beim Rauchakt Diacety] 
liefern wiirde. Sichere Anhaltspunkte dafiir haben wir jedoch bei 
Untersuchung von regulir vergorenem deutschen Tabak bisher nicht 
gewonnen. Man muB6 deshalb in erster Linie eine pyrogene Entstehung 
aus dem Material des rauchfahigen Tabakblattes in Betracht ziehen und 
priifen, welche Stoffe wohl Diacetyl bilden kénnen. 

Seit langem ist bekannt, daB Diacetyl bei der Druckdestillation 
von Cellulose, Starke und Lignin (4) erzeugt wird. Mit der Herkunft 
aus diesen Holzbestandteilen ist vielleicht das schon friihzeitig beob- 
achtete Vorkommen von Diacety! in Slen in Zusammenhang zu bringen 
{in finnlandischem Kien6l, Sadebaumdél, Vetiverél, Bayél usw. (5)]. 
Unter den Destillationsprodukten von niederen Zuckern (Glykolaldehyd, 
Arabinose, Rohrzucker) ist Diacetyl ebenfalls vorhanden [Schmalfuf 
und Barthmeyer (6)]; diese Autoren machen denselben Stoff auch fiir 
den Geruch von Kaffee und Kakao mit verantwortlich, doch diirfte 
er hier aus Acetyl-methyl-carbinol, also auf biochemischem Wege, 
entstanden sein. 

Nachdem nun von C. Neuberg, M. Kobel und B. Ottenstein fest- 
gestellt ist (7), daB im Tabak eine tiberraschend groBe Menge Pektin 
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vorkommt, war zu untersuchen, ob dieses komplexe Kohlenhydrat 
Diacetyl zu liefern vermag. Durch trockene Destillation sowohl von 
Tabak-pektinsdure (8) als von vergleichsweise herangezogenem Citrus- 
pektin erhielten wir Diacetyl. Nun finden sich aber in den Pflanzen und 
insbesondere in Tabak mit ziemlicher RegelmaBigkeit noch andere 
Stoffe, die wohl als Quelle des Diacetyls in Betracht kommen kénnen. 
Zu diesen gehéren beispielsweise Inosit und die Lactate, ferner die 
Uronsdure-derivate, wie sie in den Saponinen und den léslichen Abbau- 
produkten der Pektine vorliegen. Bei der trockenen Destillation ent- 
standen aus allen diesen Stoffen Verbindungen, die bei Behandlung mit 
Hydroxylamin und Nickelsalzlésung die bekannte Fallung des scharlach- 
rot gefarbten Nickelsalzes ergaben. Die Homologen des Diacetyls liefern 
analoge Verbindungen, so daB mit diesen ebenfalls zu rechnen war. 
Zur Entscheidung, ob Diacetyl oder die entsprechenden Homologen 
{Anhaltspunkte fiir ihr natiirliches Vorkommen haben Fierz-David (4) 
sowie Aschan (5) beobachtet], haben wir die abgeschiedenen Nickel- 
verbindungen nach T'schugajew (9) mit verdiinnter Schwefelséure zer- 
setzt, ausgedthert und das rohe Dioxim nach Verdunstung des Athers 
durch Sublimation gereinigt; H. Biltz (10) hat bereits vor 25 Jahren 
angegeben, daB das Diacetyl-dioxim auf diese Weise besonders rein 
erhalten wird. Im Falle des Citrus-pektins wurde das freie Di-methyl- 
glyoxim isoliert und identifiziert. Nach dem typischen Aussehen des 
Nickelsalzes ist anzunehmen, daB bei Destillation der Tabak-pektin- 
siure und der Uronséuren ebenfalls Diacetyl entstanden war. Aus den 
Inosit-destillaten wurde gleichfalls das freie Di-methyl-glyoxim nach 
vorangegangener Abscheidung als Nickelsalz in reinem Zustande er- 
halten. Bei der Verwendung von milchsauren Salzen fanden wir Unter- 
schiede, je nachdem Calcium- oder Zink-lactat benutzt wurde. Das 
Calcium-lactat lieferte keine sicheren Ergebnisse, wohl aber das Zink- 
lactat. Der Unterschied wird wohl darauf beruhen, daB bei der trockenen 
Destillation des Calciumsalzes CaO auftritt, das infolge seiner starken 
Alkalinitét das primar gebildete Produkt zersetzt [vgl. die Zerstérung 
von Diacety] durch Alkali (11)j; bei der gleichen Behandlung des Zink- 
lactats entsteht das viel weniger basische Zinkoxyd, und hier war ein 
Di-keton nachzuweisen. Sein Nickelsalz war nicht typisch scharlachrot, 
sondern bildete orangerote, glinzende Nadeln. Bei der Zerlegung wurde 
ein Dioxim erhalten, das nach Analyse und Eigenschaften als Methyl- 
dithyl-glyoxim anzusprechen ist. 


Die mitgeteilten Befunde lehren, daB Blattbestandteile, die nicht 
zu den einfachen Zuckern und deren Polysacchariden zahlen, und sogar 
der cyclische Inosit bei pyrogenen Prozessen Di-ketone und insbesondere 
Diacety] liefern kénnen. 
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1. Diacetyl aus Pektin und Uronsiuren. 


5 g Citrus-pektin wurden aus einem Rundkolben bei direkter Erhitzung 
langsam trocken destilliert und die Dampfe in 10 ccm eisgekiihltem Wasser 
aufgefangen. Nach Beendigung der Destillation wurden das Kiihlrohr und 
der Vorsto8 mit Wasser durchgespiilt und das Waschwasser mit dem 
Destillat vereinigt. Die Destillate und Waschwasser von vier Versuchen, 
die insgesamt 100 ccm betrugen, wurden mit 40g Kochsalz versetzt und 
aus einem Paraffinbad destilliert. Unter Eiskiihlung wurden insgesamt 
30cem Fliissigkeit aufgefangen, die alles vorhandene Diacetyl enthielten. 
Dieses wurde durch Zusatz von 2,5ceem 20° iger Hydroxylaminchlorid- 
lésung, 0,5 cem 10% iger Nickelchlorid-lésung und 5 cem 20% iger Natrium- 
acetat-ldsung in das Nickel-dimethyl-glyoxim iibergefiihrt (12). Die 
typische rote Nickel-verbindung schied sich nach kurzem Erwirmen in 
feinen Kristallen aus. Sie wurde am nachsten Tage durch einen Glasfilter- 
tiegel abgesaugt, mit heiBem Wasser gewaschen, bei 110° getrocknet und 
gewogen. 

Ausbeute: Aus je 20 g Pektin 21,6 bis 22,6 mg Nickel-dimethyl-glyoxim, 
d.h. 13,15 mg Diacetyl oder 0,066°, der verwendeten Pektinmenge. 

Die Ausbeute anderte sich nur wenig bei Destillation von kleineren 
Portionen Pektin (2,5 g); sie betrug dann im Mittel 0,070 %,. 

Zur Identifizierung wurde die Nickel-verbindung mit verdiinnter 
Schwefelsiure — auch Salzséiure ist brauchbar (12) — zerlegt und das 
Diacetyl-dioxim mit Ather ausgeschiittelt. Aus 80mg Nickel-dimethy]- 
glyoxim wurden 58mg der nickelfreien Verbindung erhalten, die durch 
zweimalige Sublimation zwischen zwei Uhrglasern gereinigt wurde. Bei 
der zweiten Sublimation wurde der zuerst sich niederschlagende Anteil 
gesondert aufgefangen. Er enthielt geringe Mengen Verunreinigungen ; 
denn der Schmelzpunkt dieser Fraktion lag um einige Grade niedriger als 
der des reinen Diacetyl-dioxims. Der Sechmelzpunkt der zweiten Fraktion 
betrug 240,5°, der Mischschmelzpunkt mit reinem synthetischen Diacety]- 
dioxim von F. 241° lag ebenfalls bei 240,5°. Die Substanz bestand also aus 
reinem Diacetyl-dioxim. 

Bei der trockenen Destillation von Pektinsdure aus Tabak belief sich 
die Ausbeute an Diacetyl auf 0,069, bei der von Tetragalakturonsdure 
ebenfalls auf 0,069° und bei reiner Galakturonsdure auf 0,033°5. Da die 
Galakturonsaiure beim Erhitzen eine stark blasige Masse bildete, wurde die 
Substanz vor der trockenen Destillation mit 10g Sand und 5g Barium- 
carbonat vermischt. Auch dann fand noch Aufblahen statt, so daB die 
Destillation nicht ganz vollstandig durchgefiihrt werden konnte; die Aus- 
beute an Diacetyl war deshalb wohl auch geringer als mit den anderen 
Stoffen. Das Diacetyl wurde in allen Fallen als typisches Nickel-dimethyl- 
glyoxim isoliert. 


2. Diacetyl aus Meso-Inosit. 


Bei der trockenen Destillation von meso-Inosit, von dem immer Por- 
tionen von 5g gemischt mit 10g Sand verwendet wurden, erhielten wir 
Substanzen, die beim Erwarmen mit Hydroxylaminchlorid, Nickelchlorid 
und Natriumacetat dunkelrot gefirbtes Nickel-glyoxim lieferten. Aus 
20 g Inosit wurden im Mittel 45,3 mg Nickel-glyoxim erhalten. Bei Be- 
rechnung auf Diacetyl betrug demnach die Ausbeute 0,135 °9. 

Die Nickel-verbindung wurde mit Schwefelséure zerlegt; die Reinigung 
des mit Ather extrahierten Glyoxims durch vier- bis fiinfmalige, zum Teil 
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fraktionierte Sublimation ergab, da in der Hauptsache Dimethyl-glyoxim 
vorlag, das dann das typisch scharlachrot gefarbte Nickel-diacetyl-dioxim 
lieferte. Geringe Mengen zuerst sublimierender Substanz gaben mit Nickel- 
chlorid in Gegenwart von Natriumacetat wie auch von Ammoniak eine 
orange gefirbte Nickel-verbindung. Der Schmelzpunkt des aus m-Inosit 
erhaltenen reinen Dimethyl-glyoxims lag bei 240°, der Mischschmelzpunkt 
mit der synthetischen Verbindung von F. 241° lag bei 240,5°. 

Das Diacetyl geht ersichtlich unter Ringéffnung aus dem Hexaoxy- 
hexa-hydrobenzol hervor. Schon friiher ist die pyrogene Entstehung einer 
anderen, den richtigen Zuckern nahestehenden Substanz. nimlich des 
Furfurols, aus Inosit festgestellt worden (13). 


3. Methyl-ithyl-zlyoxal aus Milchsiure. 


Je 5g wasserfreies Zink-lactat wurden, so wie beim Pektin (s. Seite 341) 
beschrieben ist, trocken destilliert und die Dampfe in eisgekiihltes Wasser 
geleitet. Dauer jeder Destillation 20 bis 25 Minuten. Die Destillate und die 
Waschwiisser von je zwei Versuchen, die insgesamt etwa 50 ccm betrugen, 
wurden nach Zusatz von 20g Kochsalz in der vorher angegebenen Weise 
redestilliert. Die ersten 15 cem des Destillats! enthielten das gesamte 
Diketon, das bei kurzem Erwarmen im siedenden Wasserbad mit 2,5 cem 
20° igem Hydroxylaminchlorid, 0,5 cem 10° iger Nickelchloridlésung und 
5eem 20% iger Natriumacetatlésung in orangeroten glinzenden Nadeln 
ausfiel. Nach etwa zweistiindigem Stehen wurde abgesaugt und mit sieden- 
dem Wasser gewaschen. 

Die Ausbeute betrug pro 10g wasserfreies Zink-lactat, entsprechend 
7,4 g Milchsaure, 47,8 bis 51,8, im Mittel 49,8 mg Nickelsalz, Ni(C; H,O,N.)o. 
Das entspricht 31,45 mg Methyl-athyl-glyoxal (s. 8S. 340) oder 0,425°, der 
verwendeten Milchséure. 

Beim Einengen der Mutterlaugen auf dem Wasserbad wurden aus 
insgesamt 60g Zink-lactat, entsprechend 44,4 g Milchsiure, noch 73,2 mg 
Nickelmethyl-athyl-glyoxim, d.h. 0,104° Methyl-athyl-glyoxal erhalten, 
so daB die gesamte Ausbeute an Methyl-athyl-glyoxal 0,53°, der ver- 
wendeten Milchsaiure ausmachte. 

Zur Reinigung wurde die Nickelverbindung mit verdiinnter Schwefel- 
siure und Ather geschiittelt, wobei schnelle Auflésung und Ubergang des 
freien Oxims in den Ather stattfand. Aus 200mg Nickel-methyl-athyl- 
glyoxim wurden 150 mg Methyl-athyl-glyoxim erhalten, das nach dreimaliger 
vorsichtiger Sublimation zwischen zwei Uhrglaisern den Schmelzpunkt 173° 
zeigte. 

5,125 mg Substanz gaben 8,615 mg CO,, 3,490 mg H,O. 
2870 ., ae » 0,555 cem N, (25°, 745 mm, 50 %ige KOH). 


C,;H,,O,N,. Ber.: C = 46,14%, H = 7,75%, N = 21,54%; 
(130,1) ~—gef.: C = 45,86%, H = 7,62%, N = 21,70%. 
Das reine Methyl-athyl-glyoxim lieferte die typische orangerote Nickel- 
verbindung, ein in braunen Nadeln charakteristisch  kristallisierendes 
Platoat und eine gelbe Pallado-verbindung. 


' Die spater iibergehende Fliissigkeit lieferte beim Erhitzen mit dem 
Hydroxylamin- Nickel-Reagens keinen Niederschlag mehr. 
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Reindarstellung der Wirkungsgruppe des gelben Ferments. 
Von 
Hugo Theorell. 
(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Zellphysiologie, Berlin-Dahlem.) 


(Eingegangen am 23. Dezember 1934.) 


Der Verfasser konnte kiirzlich nachweisen!, daB die Wirkungsgruppe 
des gelben Ferments von Warburg und Christian ein Monophosphorsaure- 
ester ist. Die Reindarstellung dieses Kérpers ist mir jetzt gelungen. 

1. Praparation der freien Stiure aus gelbem Rohferment. 200g 
tohferment mit einem Gesamtgehalt von 30 mg Flavin wurden in der 
Kugelmiihle fein zermahlen und dann zweimal 2 Stunden mit je | Liter 
von 3 Volumen Methanol + 1 Volumen Wasser bei 38° geschiittelt. 
Die beiden Ausziige enthielten zusammen 13 mg Flavin. Sie wurden 
zusammen im Vakuum auf 65 ccm eingedampft und dann klar zentri- 
fugiert. Die weitere Reinigung fand nach dem folgenden Schema statt: 
Fallung mit Quecksilberacetat, Zerlegung mit Schwefelwasserstoff, 
Fallung mit 4 Volumen Aceton, Trocknen mit Aceton. Die Substanz 
wurde wieder in Wasser gelést, mit Bariumacetat und etwas Barium- 
hydroxyd gefallt. Der Niederschlag wurde mit tiberschiissigem Natrium- 
sulfat umgesetzt. Die Lésung enthielt nun 3 mg Flavin. Der in dem 
Praparat befindliche gelbe Farbstoff verband sich mit der KiweiB- 
komponente des gelben Ferments restlos zu gelbem Ferment?. Die 
Lésung wurde eingetrocknet, der Farbstoff in 100°%,igem Methanol 
aufgenommen, eingedampft, in Wasser gelést, mit Quecksilberacetat 
gefallt, der Niederschlag mit Schwefelwasserstoff entquecksilbert und 
schlieBlich wieder mit Aceton gefallt. Der amorphe, gelbrote Nieder- 
schlag wog getrocknet 1,4 mg. 

0,237 mg ergaben (kolorimetrisch nach Briggs) 0,016 mg Phosphor. 
P gef. 6,8 %, ber. fiir C,,H,,N,O,P: 6,8 %. 

0,711 mg ergaben (Mikro-Kjeldahl) 0,091 mg Stickstoff. N gef. 12,8%, 
ber. 12,3 %. 

Wenn man vom Rohferment ausgeht, ist die Ausbeute schlecht, 
in diesem Falle 4%. Dies liegt daran, da wahrend der Extraktion 
des Rohferments mit Methanol— Wasser die Phosphorsaure gréBtenteils 
abgespalten wird. Einfacher und mit viel besserer Ausbeute geht die 
Darstellung aus dem reinen Ferment. 

2. Darstellung des Calciumsalzes aus reinem Ferment. 12,7 cem 
von einer Wasserlésung des reinen Ferments, 0,83 mg von dem Phosphor- 

' H. Theorell, diese Zeitschr. 275, 37, 1934. 2 Derselbe, ebenda 272, 
155, 1934. 
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saureester enthaltend, wurden mit dem dreifachen Volumen Methanol 
versetzt, dann zentrifugiert und die klare, griinlich gelbe Mutterlauge 
auf leem eingeengt, auf 5cem mit Wasser verdiinnt, mit 0.4 ecm 
22% iger Bariumacetatlésung gefallt und zentrifugiert. Aller Farbstoff 
war als schén gelber Niederschlag praktisch ausgefallt. Der Nieder- 
schlag wurde zweimal mit Wasser gewaschen, in 0,4cem Wasser 
suspendiert und in Eiskalte mit einem kleinen UberschuB von Schwefel- 
siure umgesetzt, vom Ungelésten abzentrifugiert und zur klaren Lésung 
ein Tropfen 10°%iger Calciumacetatlésung zugegeben. Dann wurden 
0,4ccm Athanol in der Kalte zugegeben, wobei die Losung opalescent 
wurde. Beim Erwarmen auf 60°C nahm die Triibung zu und ging in 
einen Niederschlag tiber. Nach dem Abzentrifugieren war die Mutter- 
lauge nur schwach gefarbt. Der Niederschlag bestand aus mikroskopi- 
schen, intensiv gelben, gleichmabigen Kugeln, die zum ‘Teil radiar 
gestreift und an den Kanten zackig waren. Zwischen gekreuzten Nicols 
leuchteten sie hell auf. Der Niederschlag war also kristallinisch. Er 
wurde mit 70% igem und absolutem Athanol gewaschen und getrocknet. 
Ausbeute 0,5 mg = 50 bis 60%. 

0,183 mg ergaben 0,010 mg Phosphor = 5,5%. Ber. fiir C,;H,yN,O, PCa: 
6,28 %. 

3. Caleitumsalz aus reinem Ferment. 1g reines Ferment, 6,4 mg 
Phosphorsaureester enthaltend, wurde in 85cem Wasser gelést und 
mit Methanol wie bei Probe 2 gespalten. Dann wurde fast zum Trocknen 
eingedampft und in 100°,igem Methanol aufgenommen, wobei noch 
etwas EiweiB ausfiel und entfernt wurde. Die Lésung wurde im Vakuum 
eingedampft, der Riickstand in 4,3 cem Wasser aufgenommen und 
0,3ccm 10% iger Calciumacetatlésung zugesetzt. Nach Zugabe von 
2,5cem Athanol fiel fast die ganze Farbstoffmenge bei 60° aus. Nach 
zweimaligem Auflésen in 0,2 n Essigsiure und Fallen mit dem halben 
Volumen Athanol war das Praparat zu etwa 70° rein. Bei der ersten 
Umfallung traten intensiv gelbe Kristalle auf, die aus Ballen von radiar 
gestellten Nadeln bestanden. 

Zur weiteren Reinigung wurde mit Quecksilberacetat und dem 
gleichen Volumen Aceton gefallt, dann mit Schwefelwasserstoff be- 
handelt; nach der Entfernung des Schwefelwasserstoffs wurde wieder 
mit Calciumacetat und Athanol gefallt, der Niederschlag mit 70- und 
100 %igem Athanol gewaschen und getrocknet. Ausbeute 3,4 mg = 50°. 

0,340mg enthielten 0,018 mg Phosphor = 5,3 %. Ber. fiir C,; Hj, N,O, PCa: 
6,28%. 0,187 mg enthielten 0,021 mg_ Stickstoff 11.2%. Ber. fiir 
C,,H,,N,O,PCa: 11,3 %. 

Flavinbestimmung: 1,0 Mol Flavin pro 1 Atom Phosphor. 

Das Calciumsalz des Flavinphosphorsaureesters ist ziemlich schwer 
léslich in Wasser. Verschiedene Versuche itiber die Bedingungen fiir 
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die Kristallisation des Calciumsalzes sind im Gange, aber haben bisher 
zu keinem endgiltig reproduzierbaren Ergebnis gefiihrt. 

Die vorliegende Arbeit beweist, daB die Wirkungsgruppe des gelben 
Ferments der Monophosphorsaureester eines Flavins ist. Die Behauptung 
von R. Kuhn und F. Weygand', daB sich Flavin mit der von mir dar- 
gestellten EiweiBkomponente zu gelbem Ferment verbinden  wiirde, 
ist. falsch. 

Die Wirkungsgruppe ist in jeder Beziehung als ein Co-Ferment 
anzusehen: Sie ist kochbestindig, dialysabel, steht chemisch den 
Nucleotiden nahe, ist in freiem Zustande fermentchemisch unwirksam, 
gibt aber mit der spezifischen EiweiBkomponente (nicht aber mit 
z. B. Globin) sogleich ein Ferment, namlich das gelbe. Man kann weiter 
die EiweiBkomponente als ein Ferment ansehen. Wenn man Hexose- 
monophosphat, Atmungs-Co-Ferment, Zwischenferment und das ,,gelbe 
Co-Ferment*™ in den Hauptraum eines kegelf6rmigen GetéBes zusammen- 
gibt, beginnt die Sauerstoffaufnahme erst wenn man die Eiweib- 
komponente aus dem Anhang einkippt. 

Die Aufklirung des Aufbaues und des Wirkungsmechanismus des 
gelben Ferments wird wohl, angesichts der typischen Co-Fermentnatur 
der Wirkungsgruppe und ihrer reversiblen Bindung an Eiwcib, eine 
allgemeinere Bedeutung fiir das Verstaéndnis der Wirkungsweise anderer 
Fermente haben. 


' R. Kuhn u. F. F. Weygand, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 67, 2084, 1934. 

















Citricodehydrase bildet nicht Acetondicarbonsiure aus (Citrat. 


Von 
D. Miiller. 


(Aus dem Pflanzenphysiologischen Institut der Universitat Kopenhagen.) 
pny g H g 


(Eingegangen am 22. November 1934.) 


Citricodehydrase findet sich z. B. in Extrakt aus geschaltem Gurken- 
samen (Cucumis sativus!) und in gefalltem Hefemazerationssaft?. 
Gewohnlich wird angenommen, daB ,,die vorhandenen experimentellen 
Daten fiir die primare Entstehung von Acetondicarbonsdure unter 
CO,-Abspaltung sprechen**. Dies diirfte, wie die folgenden Versuche 
zeigen, nicht richtig sein. 

Zunichst wurde bestdtigt, dap Acetondicarbonsiure durch Kochen 
mit Sdure Aceton abspaltet. 146mg Acetondicarbonsaure (die keine 
Reaktion durch Mischung mit Scott-Wilsons Acetonreagens* gab), 
wurden in 100 cem Wasser gelést. Gleich nachher wurde 1 ccm dieser 
Lésung + 30cem n/2 HCl und 13g wasserfreies Na,SO, destilliert 
und das Destillat in Scott-Wilsons Acetonreagens aufgefangen. Der 
gebildete weibe Niederschlag wurde abfiltriert und nach Scott-Wilson 
titriert. | Gefunden: 0,42 mg <Aceton, berechnet: 0,58 mg  Aceton, 
d.h. ungefahr 70° 
dieser Weise aus Acetondicarbonsiure abspalten. 


». von der berechneten Acetonmenge lassen sich in 

Es wurden dann citricodehydrasehaltige Lésungen aus Gurkensamen 
untersucht. In den Versuchen mit Thunberg-Rohren wurde gefunden, 
daB 0,5cem Gurkenextrakt +-0,l.cem Methylenblau -+ 0,04 ccm 
m/10 neutralisiertes K-Citrat in 30 bis 35 Min. entfarbt wurde, wahrend 
die Spontanentfirbung 150 bis 170 Min. dauerte. Eine Berechnung 
zeigt dann, daB 0,5 cem Gurkenextrakt in 30 Min. ungefahr 0,0001 mg H 
auf Methylenblau iiberfiihrt, was 0,0073 mg Acetondicarbonsaéure 
entsprechen sollte. 

Da die Citricodehydrase, wie Versuche zeigten, bei Zimmertempe- 
ratur 5 Stunden haltbar ist, miiBten 5cem Gurkenextrakt 5 Stunden 
mit Methylenblau und m/10 neutralem K-Citrat in atmospharischer 
Luft in Glasbehaltern geschiittelt, eine Acetondicarbonsiuremenge, die 
0,2 mg Aceton entspricht, bilden. Nach Destillation und Auffangen 
des Destillats in Scott-Wilsons Acetonreagens war dasselbe jedoch 


1T. Thunberg, diese Zeitschr. 206, 109, 1929. — * D. Miiller, ebenda 268, 
152, 1934. —* H.v. Euler, Chemie der Enzyme II, 3, 8.569, 19384; R.Sonder- 
hoff, Ergebn. d. Enzymforsch. 3, 163, 1934. — 4 H. Scott-Wilson, J. of 


Physiol. 42, 444, 1911; D. Miiller, diese Zeitschr. 238, 253, 1931. 
Biochemische Zeitschrift Band 275. 24 
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spiegelblank, d.h. im Destillat war weniger als 0,01 mg Aceton vor- 
handen. 

Kine Kontrollportion mit 0,73 mg  Acetondicarbonsaéure (mit 
KOH neutralisiert) wurde wie oben behandelt. Die Destillation ergab 
0,19 mg Aceton, 68 9°, vonder zuerwartenden Acetonmenge entsprechend, 
aber, wie oben erwahnt, bekommt man bei der Destillation nur ungefahr 
70°, von der zu erwartenden Menge. Acetondicarbonsdure wird durch 
Gurkenextrakt entweder nicht weiterverarbeitet oder bis Aceton ab- 
gebaut. Das Fehlen von Aceton bei Citricodehydrasewirkung kann nicht 
von einer Weiterverarbeitung der Acetondicarbonsaure — herriihren, 
sondern zeigt, dap Citricodehydrase aus Gurkensamen keine Aceton- 
dicarbonsdure bildet. 


Auch Hefe-Citricodehydrase bildet keine Acetondicarbonsdure. 5 mg 
Hefepraparat (aus Mazerationssaft nach Lebedew durch Alkohol-Ather- 
fillung hergestellt) vermochten in 10 Minuten 0,1 cem einer Methylen- 
blaulésung '/;999, die neutrales K-Citrat enthielt, zu entfairben. Die 
Spontanentfirbungszeit war 22 Minuten. Hieraus 1aBt sich berechnen, 
daB 5 mg Hefepraparat in 10 Minuten 0,00005 mg H auf Methylenblau 
iiberfiihrt, was 0,0036 mg Acetondicarbonsdure und 0,0014 mg Aceton 
entspricht. 

0,6g von diesem Hefepriparat wurde mit 6cem Wasser, 0,5 ccm 
Methylenblaulésung 4/599. und 0,6ccm m/10 neutralisierter K-Citrat- 
lésung wahrend 2 Stunden unter Luftzutritt geschiittelt. Die darauf fol- 
gende Destillation wurde wie im Kontrollversuch mit Acetondicarbon- 
siure vorgenommen und gab 0,20mg ,,Aceton*, statt erwartungsgemaB 
2mg Aceton. Eine Kontrollportion ohne Citrat ergab nach 2 Stunden 
0,25 mg ,,Aceton“, d. h. das gefundene ,,Aceton‘‘ war nur eine aus dem 
Hefepraparat abspaltbare, mit Acetonreagens reagierende Substanz. 

Eine Kontrollportion mit 2,92 mg Acetondicarbonsaure (mit KOH 
neutralisiert) ergab nach 2 Stunden 1,00 mg Aceton. Hiervon wird der 
Blindwert 0,25 abgezogen und die gefundenen 0,75 mg Aceton ent- 
sprechen dann 65° von der aus 2,92 mg Acetondicarbonsaure zu er- 
wartenden Acetonmenge. Wie eingangs erwaihnt, bekommt man bei der 
verwendeten Destillation héchstens 70° von der zu erwartenden Menge. 
Dieser Kontrollversuch zeigt, daB Acetondicarbonsiure von dem Hefe- 
praparat entweder nicht weiterverarbeitet oder bis zu Aceton abgebaut 
wird!. Das Fehlen von Aceton bei Citricodehydrasewirkung kann somit 
nicht von einer weiteren Umwandlung der Acetondicarbonsaure her- 
riihren. 


1 DaB Hefe aus Acetondicarbonsiure CO, abspaltet, wurde gezeigt 
von C. Neuberg u. L. Karczag, diese Zeitschr. 37, 170, 1911. 
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Die Versuche zeigen somit, daB auch in diesem Falle durch Citrico- 
dehydrase keine Acetondicarbonsaéure gebildet wird. Durch lebenden 
Aspergillus niger, dessen PreBsaft nicht Citricodehydrase enthalt!, wird 
Citronenséure laut Angabe iiber Acetondicarbonsiure? oder Aconit- 
siure® abgebaut. Ein bis jetzt wenig beriicksichtigter Weg konnte iiber 
Oxycitronensiure fithren?. 


Zusammenfassung. 
Citronensaure wird weder durch Citricodehydrase aus Gurkensamen 
noch aus Hefe zu Acetondicarbonsiure dehydriert >. 


1 DP. Miiller, diese Zeitschr. 232, 423, 1931. 2 7. Walker, V. Subra- 
maniam u. EF. Challenger, J. Chem. Soc. 1927, 8. 3044. 3K. Bernhauer 
u. N. Boéckl, diese Zeitschr. 2538, 25, 1932. — 4 C. Barthel, Arkiv for 
Kemi, Min. 0. Geologi, Stockholm 9, Nr. 19, 1925. — 5® Nach Druck- 


Jegung dieser Zeilen bin ich auf die Arbeit von H. Langecker, diese Zeitschr. 
273, 43, 1934, aufmerksam geworden; sie hat gefunden, da’ der 
Citronensiureabbau in Kaninchenleber auch nicht iiber Acetondicarbon- 
saure geht. 
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Uber Stoff bilanz, Atmung und Gasaustausch 
der Hefezellen bei dem Lufthefezulaufverfahren. 
Von 
H. Claassen. 

(Eingegangen am 15. November 1934.) 


Mit 1 Abbildung im Text. 


Die Technik der Herstellung von Hefen hat im letzten Jahrzehnt 
groBe Fortschritte durch Anwendung einer sachgemaéBen Beliiftung und 
eines geregelten Zulaufs der Nahrlésungen aufzuweisen. Die Ernten an 
Hefe mit 25°, 'Trockenmasse, auf 100 Zucker gerechnet, sind von 
60 bis 80°, die vor 10 Jahren, allerdings bei gleichzeitiger Erzeugung 
gréBerer Mengen Alkohol, tiblich waren und als gut angesehen wurden, 
auf 150 bis 200°, gestiegen. Aber die Aufklarung iiber die Vorginge bei 
der Herstellung der Hefen hat damit nicht gleichen Schritt gehalten, 
insbesondere ist bisher niemals eine Stoffbilanz aufgestellt worden, also 
ein Vergleich der in den Garungs- und AtmungsprozeB eingefiihrten 
Stoffmengen mit den Mengen der aus ihm hervorgehenden Haupt- und 
Nebenprodukte. 

Solange man zur Herstellung der Hefe auBer dem Zucker auch 
groBe Mengen anderer organischer Stoffe, insbesondere stickstoffhaltige, 
verwendete, war eine solche Stoffbilanz auch schwierig. Nachdem man 
aber gelernt hat, auch aus Nahrlésungen, die nur aus Zucker, Ammoniak- 
verbindungen und Salzen hergestellt werden, Hefen in groBer Ausbeute 
zu zuchten, wird die Aufstellung einer Stoffbilanz unter diesen einfacheren 
Verhaltnissen sehr erleichtert. 


Ausfiihrung der Vergirung nach dem Lufthefezulaufverfahren. 

Zum Verstindnis der folgenden Betrachtungen ist eine kurze Be- 
schreibung der Ausfiihrung des Lufthefeverfahrens erforderlich. Ihr 
wird die Ausfiihrung des Verfahrens im groBen Betriebe zugrunde 
gelegt mit dem Unterschied, daB statt der Melasse, der iiblichen Zucker- 
lésung, die als Pufferstoffe aminosaure Salze enthalt, eine Lésung von 
Glucose (Invertzucker) genommen wird, in der als Pufferstoffe saure 
organische (z. B. milchsaure) und phosphorsaure Ammonsalze dienen. Die 
Ausbeuten sind dann gleich denen aus dem Zucker der Melasse, wenn 
man von letzteren die aus den Aminosiuren entstehende Hefe abzieht. 

Die Nahrlésung wird in der Weise hergestellt, daB auf 100 kg Glucose 
ungefahr 4,8 bis 5 kg Ammoniak in Form von Ammonsalzen und Ammoniak- 
wasser und die erforderlichen Mengen phosphorsaurer und anderer Salze 
angewendet werden. Sie wird auf einen Zuckergehalt von ungefahr 1,3 % 
verdiinnt und auf einen py-Wert von 4,7 bis 5,0 eingestellt. Ungefihr 
15°, davon werden in den Garbottich eingelassen und dann 40° der 
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Glucose gleich 40 kg wuchskraftige Anstellhefe zugesetzt, worauf mit der 
Liftung begonnen wird. Innerhalb der ersten Stunde beginnt man langsam 
mit dem weiteren Zulassen der Nahrl6sung in solchen Meigen, daB der 
Rest in ungefaihr 7 Stunden zugefiillt ist. 


Den Verlauf der Garung zeigt die Tabelle I, deren Zahlen auf Grund 
meiner friiheren Versuche tiber das Wachstum der Hefe! ermittelt 


sind, und das Diagramm: 


Tabelle I. Verlauf der Garung beim Lufthefezulaufverfahren, 
auf 100kg Glucose berechnet. 


Hefe = frische Hefe mit 25°, Trockenmasse. 
oO 





Beliiftete Wiirze 


Hefemenge 
in der Wiirze 


wachs 
Zeit Liiftung ~ Hohe pions an 
der Vergarung : Luft das = je Hefe : 
Menge | je cbm wWiirze. ganzen cbm /® Std. Zucker 
Wiirze standes 

ebm/Std. Liter ebm m kg kg kg 0/6 
Zu Beginn . . 160 1100 145 O5 40 | 36 — 1,30 
In der 1. Stunde 350 1100 318 0,5 48 | 4 8 0,10 
igi tO hm 350 2200 160 1,0 62 | 28-14 0,08 
oe ae 850 8300 = 106 15 82 27 20 0,07 
ate 350 34400 80 2.0 104 24 22 0,06 
ah ligwe 4g 350 = 5500 64 2,5 126 23 22 0,05 
es eee 350 = 6600 53 3,0 152 24 26 0,04 
ae: ee 359 7700 45 3,5 180 23 28 0,03 
ee ce 350 = =7700 45 | 35 192 | 25 12 0,02 
oy 160 7700 20 | 35 200 3926 8 0,00 


Gehalt der 
Zu- girenden 
Wiirze an 


NH, 


0 
0 


0,062 
0,090 
0,068 
0,050 
0,040 
0,035 
0.030 
0.017 
0,013 
0,010 


Der Zucker wird von Beginn des Zulaufs ab entsprechend den 
zugelaufenen Mengen von der Hefe aufgenommen, so da die Menge 


an garfahigem Zucker, die wihrend 
der Hauptgaérung dauernd in der 
Nahrlésung vorhanden ist, nur un- 
gefahr 2,0 bis 3,0 kg betragt, die 
einem prozentualen Gehalt der 
Wiirze von 0,1 % fallend auf 0,02 °, 
entspricht. Das Ammoniak und 
die Salze werden im Verhialtnis 
zum Zucker aufgenommen. Thre 
Menge ist so berechnet, dab sie 
dauernd im UberschuB in der Nahr- 
lésung vorhanden sind. Infolge- 
dessen liegt der prozentuale Gehalt 
der Nahrlésung an Ammoniak 


wahrend der Garung zwischen 0,09 bis 0,02 °,. 
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———— Hefezuwachs je Stunde. 


h 
Gardauer in Stunden 
Abb. 1. 
Hefemenge im ganzen 


Liiftung cbm/Std. 


Man ersieht daraus, 


daB die Konzentration der Nahrlésungen an den hauptsachlichsten 


1 Diese Zeitschr. 228, 154, 1930. 
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Nahrstoffen wihrend der Vergarung sehr gering ist. Die Erklarung 
dafiir, daB trotzdem ihre Aufnahme schnell vor sich geht, wird weiter 
unten gegeben werden. 

Besonders hervorzuheben ist, da wahrend der Hauptgéirung, also von 
der zweiten bis achten Stunde, dauernd ungefahr die gleiche Menge Hefe 
in lebm Wiirze vorhanden ist, namlich 23 bis 2% kg frische Hefe mit 25°, 
Trockenmasse. Es ist das ein Beweis dafiir, daB die Vermehrung und das 
Wachstum der Hefe ungefahr im gleichen Verhaltnis stattfindet, wie die 
Wiirze zulauft. 

Der prozentuale Zuwachs an Kérpermasse ist dagegen wahrend der 
Garzeit verschieden, nicht nur in der Menge, sondern auch in der Zu- 
sammensetzung. In Tabelle II ist die Zusammensetzung des Zuwachses 
an organischer Hefetrockenmasse wahrend je 2 Stunden angegeben. 


Tabelle If. Zugewachsene organische Hefetrockenmasse. 





Gehalt des organischen 


Menge des 
leng Zuwachses in °%/5 


Zuwachses in °%/ 
des Gesamt- 
zuwachses Eiweib 





Stickstoffreie 


Stoffe 

In der 1. bis 2. Stunde... 8 90 10 
: “aS i oe 12 57 43 
— eng oe, Se 36 56 44 

Pe vet eee 2 re a 32 61 39 
Bo. ~ 80: x ne Pe 12 33 67 


In den ersten beiden Stunden betragt die zugewachsene Menge nur 
8°. und besteht hauptsachlich aus EiweiB, so daB der EiweiBgehalt 
der organischen Masse der Aussaathefe von 58”, auf 65°, steigt. Die 
Garkraft, also der Gehalt an Enzymen nimmt ebenfalls zu. Das Wachs- 
tum der Hete steigt bis zur fiinften Stunde stark an, bleibt bis zur achten 
Stunde ungefahr gleich und fallt schlieBlich in den letzten Stunden stark 
ab. Die Zusammensetzung des Zuwachses an organischer Masse ist 
wahrend der Hauptzeit der Garung (dritte bis achte Stunde) recht gleich- 
maBig: 56 bis 61° EiweiB und 39 bis 44 \, Stickstoffreie Stoffe; da- 
gegen wird in den letzten beiden Stunden (der Zeit der Ausreifung der 
Hefe) nur wenig EiweiB gebildet, so daB im Zuwachs nur 33°, EiweiB 
und 67°, stickstoffreie Stoffe enthalten sind. 

Die Garkraft der Hefe ist am SchluB der Vergérung merklich 
geringer als wahrend der ersten Stunden, aber ihre Haltbarkeit viel 
besser. Nach der Beendigung der Garung ist die Anstellhefe auf ihr 
fiinffaches Gewicht angewachsen, von 10 kg Trockenmasse auf 50 kg 
oder von 40 kg frischer Hefe auf 200 kg. 
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Die Stoffbilanz. 

Unter den einfachen Verhaltnissen dieses Beispiels einer praktischen 
Arbeitsweise laBt sich eine Stoffbilanz aufstellen, wenn geniigend genaue 
Garungsgleichungen tiir den Aufbau der organischen Bestandteile der 
Hefe aus Zucker und Ammoniak benutzt werden. 

Fiir die stickstoffhaltigen Hefenbestandteile, deren durchschnitt- 
liche Zusammensetzung mit 53,3°%, C, 74°, H, 15,6°, N, 23,7° O 
angenommen werden kann, hat Effront bereits 1926 eine Gleichung aufge- 
stellt, die aber fiir die Stoffbilanz nicht ohne weiteres brauchbar ist. 
Kingehender habe ich diese Frage kirzlich in einer Abhandlung ,,iiber 
die Vorgange bei dem Aufbau der Hefekérpermasse und der theoretisch 
und praktisch méglichen Héchsternten an Hefe aus Zuckerlésungen‘! 
erértert, auf die ich mich hier beziehe. Ich habe dort Gleichungen fiir 
die zwei Arten organischer Stoffe angegeben, welche bei dem Lufthefe- 
verfahren aus Zucker (Glucose) und Ammoniak entstehen, namlich fiir 
das EiweiB und die stickstoffreien Bestandteile der Hefe (Cellulose, 
Hemicellulose, Hefegummi und andere Polysaccharide, sowie Fett) und 
ferner die bekannte Girungsgleichung fiir den stets neben der Hefe ent- 
stehenden Athylalkohol. Die auBerdem noch entstehenden geringen 
Mengen Aldehyd und organische Sauren sind als nicht bestimmbare 
Verluste einzusetzen und ihre Menge ebenfalls nach den Garungs- 
gleichungen zu ermitteln. 

Diese Gleichungen, die natiirlich nur das Endergebnis verwickelter 
Vorginge ungefahr darstellen ké6nnen und nur praktische Bedeutung haben, 
lauten, wenn die Einzelgleichungen in je eine Hauptgleichung zusammen- 
gezogen werden: 

1. fiir das EiweiB der Hefe: 3 C,H,,0O, + 10,50 + 3NH, = C,.H,)N;0, 
(die stickstoffhaltigen Bestandteile) + 6 CO, + 12,5 H,O; 

2. fiir die stickstoffreien Bestandteile der Hefe: 2 C,H,,O, + 120 

C,H,,0; + 6CO, + 7H,O; 

3. fiir den Athylalkohol die bekannte Garungsgleichung: C,H,,0, 

2C,H,O + 2CO,. 

Da man bei jeder Garung im praktischen Betriebe die Menge der Hefe 
sowie ihren Gehalt an Eiweif, stickstoffreien organischen Stoffen und 
Asche bestimmt und auch in der Lage ist, die Menge des als Nebenprodukt 
entstehenden Alkohols zu bestimmen (sowohl den in der vergorenen Wiirze 
enthaltenen, als auch denjenigen, der waihrend der Garung mit der Luft 
entweicht), so lassen sich die Einzelstoffe auf jeder Seite der Gleichung 
berechnen, sowohl die in die biologische Reaktion eintretenden Mengen 
Sauerstoff und Ammoniak, als auch die Abfallprodukte Kohlenséiure und 
Wasser. 

Auf 100 kg Glucose werden 40 kg Hefetrockenmasse erhalten von der 
Zusammensetzung: 52°, EiweiB, 40°, stickstoffreie Stoffe und 8°, Asche. 
Als Nebenerzeugnis entstehen 7,5 kg Alkohol, einschlieBlich des bei der 


1 Zeitschr. d. Vereins d. Deutsch. Zuckerind. 1934, 8S. 713. 
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Beliiftung in die Luft iibergegangenen. Bei dem Stoffwechsel der Hefe 
gehen 7% des in der Hefe enthaltenen EiweiBes in die Wiirze iiber, die von 
der Hefe ebenfalls erzeugt werden miissen. 
Aus 100 kg Glucose werden also durch die Lebenstatigkeit der Hefe 
erzeugt : 
Eiwei8 fiir die Kérpersubstanz . .. . . . . 20,8 kg 
»» Cem Btotiweehwel. 6k. we ee NR, 22,25 kg 
Biesketelineie “Bteme 3. og SS a ie we eS eee — as 
AA ha ta ts fear gana al Ae ob aw Gru A nko pa al a4 eras ee 


Die Stoffbilanz ist dann: 


Tabelle III. 


a) Fir die Erzeugung von 22,25 kg EiweiB nach Gleichung (1): 





Gewonnen oder 


Verbraucht in die Wiirze 
ausgeschieden 
kg kg 

Zucker... . 44,50 EKiweiB in der Hefe. . . 20,80 
Ammoniak . . 4,20 Stoffwechseleiweib .. . 1,45 
Sauerstoff. . . 13,84 Kohlensaure ...... 21,76 
MEE Se gly ees 18,53 
62,54 62,54 


b) Fiir die Erzeugung von 16kg_ stickstoffreie Bestandteile nach 
Gleichung (2): 





Gewonnen oder 


Verbraucht ausgeschieden 
kg kg 
Zucker... . 35,56 Stickstoffreie Stoffe . . 16,00 
Sauerstoff. . . 18,96 Kohlensture . ..... 26,08 
SS ear eee 12,44 
54,52 54,52 


ec) Fiir die Erzeugung von 7,5 kg Alkohol: 





Gewonnen oder 


Verbraucht ausgeschieden 
kg kg 
Zucker... . 14,80 Ee ss he ee 7,50 
Kohlensture ...... 7,30 
14,80 14,80 


d) Nicht nachgewiesen : 





Verbraucht Ausgeschieden 


kg kg 
Zucker . . 5,14 Nicht bestimmte Mengen Aldehyd 
und organische Sauren usw. . . | etwa 2,64 
eo a ee rn a rr ie, 


5.14 514 
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Die Gesamtstoffbilanz ergibt: 


Tabelle IV. 





Verbraucht Gewonnen 
kg kg 
euerer . wk sk. 100,00 Hefekérpermasse . . 40,00 
Ammoniak. . . . . 4,20 Ausgeschiedene Stoffwechselprodukte : 
OO ere ee 3,20 ‘ aa 
Sauerstoff 39 80) Meee 7,50 
meee Sees be KiweiBartige. . . . 1,45 
Kohlensaure .. . . 57,64 
i 30,97 
Aldehydsiuren . . . 2,64 
140,20 100,20 


Von dem erzeugten Wasser sind 4,78 kg durch innere Umsetzungen 
wahrend der Bildung der Hefemasse und 26,19 kg durch Oxydation von 
Wasserstoff entstanden. 

Von den verbrauchten 32,8 kg Sauerstoff dienen: 

23,28kg = 71% zur Oxydation von Wasserstoff, 

9,52 ,, FO is a s» Kohlenstoff. 
Die ausgeschiedenen 57,64 kg Kohlensaure sind: 

13,04 kg Atmungskohlensaure, 

44,60 ,, Garungskohlensaure. 

Diese Zahlen geben ein Bild von der groBen Lebenstatigkeit der 
Hefe. In 9 bis 10 Stunden werden bei dem Aufbau von 40 kg Hefekérper- 
masse aus 100 kg Glucose 80°) des Gewichts der Hefeernte an Sauerstoff 
aufgenommen und 144°, an Kohlensdure ausgeschieden. 

Von der Kohlensaure sind 13,04°, des Zuckers Atmungskohlensdure 
und 44,6°, durch Gdrung oder innere Umsetzungen entstanden. Dem- 
entsprechend dienen nur 23,3°, des aufgenommenen Sauerstoffs zur 
Oxydation von Kohlenstoff zu Kohlenséure. Die Hauptmenge wird zur 
Oxydation des Wasserstoffs aus den Abbauprodukten des Zuckers und des 
Ammoniaks verbraucht. 


Die Vorgiinge bei der Atmung der Hefe wihrend der 
Beliiftung der Nihrlésung. 

Garung und Atmung der Hefe beruhen ebenso wie ihr Stoffwechsel 
auf Diffusionsvorgangen. Sowohl die Nahrstoffe als auch der Sauerstoff 
der Luft miissen durch die Zellhaut und die Plasmahaut in das Zellinnere 
eindringen, da die chemischen Umsetzungen nur hier stattfinden, und 
ebenso miissen die Abfallstoffe, insbesondere die Kohlenséure und der 
Alkohol aus dem Zellinnern in die Wiirze ausgeschieden werden. 

Fiir die Menge der in die Hefe hinein- und aus ihr hinausdiffundieren- 
den Stoffe sind die GréBe der Zelloberfliche und die Unterschiede in der 
Konzentration der Lésungen maBgebend. 
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Nach Rahn! hat eine Hefezelle im Durchschnitt eine Lange von 7,2 u 
und einen Durchmesser von 5,6 u. Das Volumen dieses Ellipsoids ist 
lis8eby, ihr Gewiche 130. 10-*%mg und ihre Oberfliche 118 qu. Img 
Hefezellen enthilt 7,7.10° Zellen, deren Oberfliche 9,09. 108 qu ist; 
| kg Hefe enthalt daher 7,7. 10'* Zellen mit einer Oberfliche von 909 qm. 

Auf Grund dieser Zahlen und mit Hilfe von Tabelle I laBt sich die 
GréBe der Oberflache der Zellen in jeder Stunde der Garungszeit, sowie 
die je qm Oberflache und Stunde aufgenommene Menge Zucker und 
Ammoniak und die gebildete Hefetrockenmasse berechnen. 


Tabelle V. Obertlache der Zellenund Nahrstoffaufnahme wahrend 
der Garzeit, auf 100kg Glucose. 





Je qm Zellenoberfliche 


; yg durchschnitt- je Stunde aufgenommene je Stunde 
Zeit der Vergarung mw liche Dicke Nahrstoffe neu- 
zellen der Wiirze- _anrenceannnncin| | CCE 
schicht Zucker Nil, oO Hefemasse 
qm mm mg mg mg mg 
In der 1, Stunde . . 43 690 0,025 115 4,6 38 45 
2. 56 300 0,939 156 6,2 57 62 
a ee 74 590 0.044 181 5,7 55 72 
4. at ey 94 509 0,046 146 5,8 48 58 
. By tg . . | 114500 0,048 121 4.8 39 49 
a, » ee 137 100 0,048 119 4,7 39 48 
‘i “ ne 163 609 0,047 107 43 35 43 
ee . . | 174800 0,044 43 Ly 14 17 


Die Tafel zeigt, wie gering die je qm Zellenoberflache aufgenommenen 
Mengen der Nahrstoffe und des Sauerstoffs sind und daB die durch die 
Atmung bewirkte starke Zunahme der Hefekérpersubstanz nur deshalb 
méglich ist, weil die Oberfliche der Zellen in der Wiirze je 100 kg ver- 
gorenen Zuckers bis auf 17,5 ha steigt. Dadurch werden auch die 
Vorgange bei der Atmung erklart, die durch die Diffusion des in der 
Wiirze gelisten Sauerstoffs in das Zellinnere eingeleitet werden. Wie 
bei jedem Diffusionsvorgang hangt auch der Ubergang des gelésten 
Sauerstoffs, abgesehen von seiner spezifischen Diffusionsfahigkeit, von 
dem Konzentrationsunterschied in dem Gehalt der Wiirze und dem der 
Zellfliissigkeit an Sauerstoff ab. Da der in die Zellflissigkeit gelangende 
Sauerstoff unter den iiblichen Verhaltnissen der Lufthefeherstellung 
sofort und zum gréBten Teil zum Aufbau der Hefekérpermasse heran- 
gezogen wird, so hangt der Konzentrationsunterschied fast nur von dem 
Sehalt der Wiirze an geléstem Sauerstoff ab. Dieser ist selbst bei voller 
Gattigung der Wiirze damit nur sehr gering, ungefihr 7,6 mg je 1. 

Viel giinstiger fiir den Diffusionsvorgang sind die Verhaltnisse bei 
der Ausscheidung der Kohlensaure, die durch die Atmung und Garung 


! Physiol. of bacteria 1932, 8. 397. 
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entsteht. Die Kohlensaéure lést sich sofort bei ihrem Entstehen in der 
Zellfliissigkeit auf. Bei der anaeroben Garung, bei der die garende 
Wiirze mit Kohlensaéiure unter Atmospharendruck gesattigt ist, mub 
die Zellfliissigkeit sich unter einem héheren Druck sattigen, damit ein 
Konzentrationsunterschied fiir den Austritt der Kohlensaure entsteht. 
Bei dem Lufthefeverfahren ist dagegen der Gehalt der beliifteten Wiirze 
an Kohlensaure sehr gering, weil die aus der Zelle austretende Kohlen- 
siure sofort in die durchgeleitete Luft gelangt und die Wiirze nur dem 
geringen Teildruck der Kohlenséure in der durchgeleiteten Luft ent- 
sprechend Kohlenséure aufnimmt. Die Zellfliissigkeit braucht sich daher 
nur in geringem Mabe mit Kohlensdéure anzureichern, damit ein ge- 
nugender Konzentrationsunterschied entsteht, um die entstehende 
Kohlenséure schnell aus dem Zellinnern zu entfernen. 

Es ist wohl klar, da8 diese Verhaltnisse sehr vorteilhaft fiir die 
Assimilationstatigkeit der Hefe sind. Die Entfernung des Abfallgases 
erfolgt unter sehr viel giinstigeren Umstanden, als die Aufnahme des 
Sauerstoffs. Diese kann also nach Méglichkeit erhéht werden, ohne daB 
zu befiirchten ist, daB der Gehalt des Zellinnern an Kohlensaure eine 
schadliche Héhe erreicht. 


Die Vorgiinge bei der Nihrstoffaufnahme. 

Wahrend der einzelnen Abschnitte der Hauptgirung ist die Kon- 
zentration der einzelnen Nahrstoffe in der Wiirze recht gleichbleibend. 
Der Konzentrationsunterschied zwischen der Wiirze und der Zell- 
fliissigkeit und damit die Aufnahme der Nahrstoffe hangt also fast allein 
von dem Gehalt der Zellfliissigkeit an den einzelnen Nahrstoffen ab. 
Hier zeigt sich nun ein grundsatzlicher Unterschied zwischen dem 
Zucker und den anderen Nahrstoffen. Der durch Diffusion in das Zell- 
innere tibertretende Zucker wird dort unter allen Umstanden abgebaut 
und die Abbauprodukte entweder unter Sauerstoffatmung in Hefe- 
k6érpermasse, Kohlensiiure und Wasser oder durch Gaérung in Alkohol 
und Kohlenséure tbergefiihrt. Eine Anreicherung der Zellfliissigkeit 
mit geléstem Zucker tritt bei den hier in Betracht kommenden sehr ver- 
diinnten Wiirzen, die nur einige hundertstel Prozente Zucker enthalten 
und bei den dadurch bedingten sehr geringen Héchstunterschieden in der 
Konzentration nicht oder nur in der ersten Zeit der Garung in geringem 
MaBe auf. 

Anders liegt die Sache aber bei der Aufnahme der anderen Nahr- 
stoffe, des Ammoniaks, des Sauerstoffs und auch der Salze, da diese 
nur zum Aufbau der Kérpermasse dienen kénnen. Sobald dieser durch 
irgendeinen Umstand gestért oder verlangsamt wird, steigt sofort der 
Gehalt der Zellfliissigkeit an diesen Stoffen, so da} der Konzentrations- 
unterschied kleiner und die Diffusion verlangsamt wird, bis sie schlieBlich 
ganz aufhéren kann. 
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Bei allen diesen Nahrstoffen regelt also die Hefezelle ganz selbst- 
tatig die Aufnahme. Da diese unabhingig von der Menge des auf- 
genommenen Zuckers ist, dessen Abbau, wie oben gezeigt, auch ohne 
jede Mitwirkung der anderen Nahrstoffe erfolgt, so ist zu untersuchen, 
wie sie sich bei der Aufnahme gegenseitig beeinflussen. 

Erste Voraussetzung fiir den Aufbau von Hefekérpermasse ist be- 
kanntlich die Atmung. Ohne diese werden Ammoniak und Salze nicht 
oder nur in ganz verschwindenden Mengen verarbeitet und der Zucker 
vergart nur zu Alkohol und Kohlensadure. Tritt geniigend Sauerstoff 
in die Zelle ein und fehlt es an Ammoniak, so wird nur wenig EiweiB 
gebildet. Nimmt der EiweiBgehalt der wachsenden Hefe aber ab, so 
leidet darunter auch ihre Fahigkeit, aus Zucker unter Sauerstoff- 
aufnahme stickstoffreie Hefebestandteile zu bilden. Das Wachstum 
und die Vermehrung der Hefe nehmen also dauernd ab, sie wird eiweib- 
airmer und ihr Enzymgehalt geringer. Die Hefeernte wird kleiner 
und die Alkoholerzeugung gréBer. Mangel an Salzen, besonders an 
Phosphorsaure verlangsamt oder verhindert schlieBlich den Aufbau von 
Hefekérpermasse. 

Fiir einen ungestérten Verlauf der Hefevermehrung und _ ihres 
Wachstums ist daher eine weitere Forderung, da Ammoniak und Salze 
in der Wiirze stets im Uberschu8 enthalten sind, d. h. in gréBerer Menge, 
als die Hefezellen jeweilig zum Aufbau saimtlicher Abbaustoffe des 
Zuckers zu Hefekérpermasse brauchen wiirde. Wenn dieser Uberschu8 
innerhalb der praktischen Grenzen gréBer wird, so treten trotzdem nicht 
mehr Ammoniak und Salze in die Zellfliissigkeit iiber, weil die nicht 
verarbeiteten Mengen in der Zellfliissigkeit den Gehalt erhéhen, den 
Konzentrationsunterschied also so weit erniedrigen, da immer nur die 
Mengen an Ammoniak und Salzen iibertreten, die den verbrauchten 
Mengen entsprechen. 

Schwieriger ist die Regelung der Sauerstoffaufnahme, da man nicht 
weiB, wieviel von dem Sauerstoff, der mit der Luft durch die Wiirze 
geleitet wird, in der Wirze gelést wird, und auch unbekannt ist, wie 
groB die Léslichkeit des Sauerstoffs in der Zellfliissigkeit ist. Eine rein 
schematische Berechnung der Starke der Beliftung auf Grund des 
Sauerstoffbedarfs eines angenommenen stiindlichen Zuwachses an Hefe- 
kérpermasse, wie Stich vorschligt, kann in keiner Weise befriedigen 
und praktische Vorteile bringen. Man ist also zunachst allein auf die 
praktische Erfahrung tiber die giinstigste Hohe der Beliiftung an- 
gewiesen, da diese ja auch eine andere sein muB, wenn man eine gute 
Backereihefe herstellt, als wenn man eine eiweibreiche Futterhefe in 
Héchsternten gewinnt. 

Dabei sind auch die ganz erheblich verschiedenen Verhaltnisse zu 
beriicksichtigen, die in den ersten und letzten Stunden der Vergarung 


herrschen. 
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Zu Beginn der Gdrung wird zunachst die Aussaathefe zugesetzt, die 
unter geringer Beliftung und erheblicher Alkobolbildung geziichtet 
wird, um sie eiweiBhaltig und enzymreich zu machen. Um sie an das 
neue Klima zu gewohnen, darf sie anfangs nicht stark beliiftet werden, 
sondern muB unter erheblicher Alkoholbildung noch eciweiBreicher und 
enzymreicher aufgeziichtet werden, ehe sie zu sprossen beginnt.  Erst 
mit der Sprossung wird die volle Beliiftung angestellt. Aus Tabelle VJ 
ist die Wirkung verschiedener Mengen Luft bei reichlichen Mengen 
Nahrstoffen ersichtlich. 


Tabelle VI. 





i = Geerntete iii aa! Garkraft cAeeese ’ 
——s — Hefemasse auf ~ ~~ oy (C Oo-Entwicklung Parvo =, » 
odentiache 100 Glukose € ete nach Hayduck) geernteten € 
Liter Vy Oo ecem Min. 
Versuchsreihe | 
20 10,0 64,4 1690 49 
40 12.0 63,4 1483 49 
530 24,0 52,8 919 61 
Versuchsreihe II 
800 34,3 49,0 1924 61 
1600 53,8 414 707 81 


Am SchluB der Vergdrung ist in den letzten Stunden kein Zucker 
mehr in der Nahrlésung, dagegen enthalt diese an kohlenstoffhaltigen, 
fiir die Ernahrung in Betracht kommenden Stoffen Alkohol und bei 
Verwendung von Melasse auch Aminosauren, soweit diese nicht wahrend 
der Hauptgirung verbraucht wurden. Da kein Zucker mehr in die Hefe 
eintritt, so ist auch kein Alkohol in der Zellfliissigkeit vorhanden; es 
kann daher jetzt, im Gegensatz zur Hauptgirzeit, Alkohol von der W iirz 
in die Zelle diffundieren, weil die Konzentration an Alkohol in der Wiirze, 
wenn ihr Gehalt daran auch noch so gering ist, gréBer ist als in der Zelle. 

Da die Hefezellen Alkohol auf Hefekérpermasse verarbeiten kénnen, 
so wird der Konzentrationsunterschied dauernd zugunsten des Kintretens 
von Alkohol aus der Wiirze in die Zelle aufrechterhalten, so daB er- 
hebliche Mengen Alkohol aus der Wiirze verschwinden und zum Aufbau 
von Hefekérpermasse dienen!. Erhéht wird dieser Hefezuwachs bei 
Anwesenheit von Aminosauren?. 

Wegen der geringen Mengen dieser Nahrstoffe muB die Luftzufuhr 
jedoch erheblich eingeschrankt werden, da sonst die Atmung zu stark 
wird und nicht mehr bloB zum Aufbau von Hefemasse dient, sondern 
auch vorhandene Hefebestandteile angreift und abbaut, insbesondere 


' Siehe meine Abhandlungen iiber Stoffwechsel und Wachstum der 
Hefe, Zeitschr. d. Ver. d. Deutsch. Zuckerindustrie 1927, S. 616 und diese 
Zeitschr, 228, 156—158. 1930. — * Zeitsehr. d. Ver. d. Deutsch. Zucker- 
ndustrie 1934, S. 730. 
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auch den Enzymgehalt der Hefe herabsetzt. Gewisse Verdinderungen 
in der Menge und Beschaffenheit der Hefebestandteile finden iibrigens 
zu dieser Zeit immer statt und werden auch angestrebt, um die Hefe 
haltbar zu machen. 


Zusammenfassung, 

Nach einer kurzen Beschreibung der neuzeitlichen Arbeitsweise zur 
Herstellung von Hefen nach dem Lufthefe-Zulaufverfahren wird eine 
Stoffbilanz auf Grund von Gleichungen tiber die Erzeugung von EiweiB 
(schematisch) und stickstoffreien Bestandteilen der Hefe und des 
Alkohols aufgestellt. Diese ergibt, daB zur Herstellung von 100 Teilen 
Hefekérpermasse 80 Gewichtsteile Sauerstoff nétig sind und 144 Teile 
Kohlensdure ausgeschieden werden. Der Sauerstoff wird zum gréBten 
‘Teil zur Oxydation von Wasserstoff verbraucht, und von der Kohlen- 
siure ist der gréBere Teil Garungskohlensaure. 

Es werden dann die Vorgange bei der Atmung der Hefe untersucht. 
Diese sind insofern eigenartig, als es sich um die Aufnahme der Nahr- 
stoffe aus sehr stark verdiinnten Lésungen handelt, die nur deshalb zu 
einer so starken Bildung von Kérpermasse fiihren kann, weil die Hefe- 
zellen eine auBerordentlich groBe Oberfliche haben, die selbst bei den 
sehr geringen Konzentrationsunterschieden die Diffusion der nétigen 
Nahrstoffe und des Sauerstoffs sowie der Abscheidung der Kohlenséure 
und der anderen Ausscheidungsstoffe erméglicht. Zum SchluB werden 
die Umstande erértert, unter denen sich die Regelung der Aufnahme der 
Nahrstoffe und des Sauerstoffs in den fiir den Aufbau nétigen Mengen 
waihrend der verschiedenen Abschnitte der Vergiérung vollzieht. 











Uber das Auftreten von Nicotyrin im Tabak. 
Von Adolf Wenuseh. 
(Aus dem chem. Laboratorium d. Generaldirekt. d. ésterr. Tabakregie, Wien.) 
(Eingegangen am 9. November 1934.) 

500 g fein gepulverter Brasiltabak wurden in einem 6-Liter-Kolben 
mit 500 g Kaliumhydroxyd und 3 Liter Wasser versetzt und der Wasser- 
dampfdestillation unterworfen. Die ersten 5 Liter des Destillats, welche 
auffallend stark gelb gefarbt waren und mit einer Lésung von p- Dimethyl- 
aminobenzaldehyd in Phosphorsiure eine starke Violettfarbung gaben. 
wurden mit Salzsdure neutralisiert und durch weitere Zugabe von 
Salzsiure deutlich sauer gemacht und sodann partienweise mit Ather 


ausgeschittelt. Der Ather wurde sodann mit schwach salzsaurem 
Wasser ausgeschiittelt. Das Schiittelwasser wurde mit Pikrinsaure 


versetzt und der entstandene kristallinische Niederschlag nach langerem 
Stehen abfiltriert. Nach mehrmaligem Umkristallisieren aus heiBem 
Wasser wurde ein kristallinisches gelbes Pikrat erhalten, welches im 
Kofler- Apparat einen Schmelzpunkt von 164° C aufwies. 

Kin paar Koérnchen dieses Pikrats mit einem Platzchen Kalium- 
hydroxyd und einigen Tropfen Wasser versetzt, gaben einen charak- 
teristischen Geruch nach Champignons. Ein paar Kérnchen dieses 
Pikrats gaben mit einer Lésung von p-Dimethylaminobenzaldehyd in 
Phosphorsaure starke Violettfarbung'. Die salzsaure Lésung der 
Substanz farbte sich beim Kochen mit Eisenchlo.id orangerot. 

Der untersuchte Brasiltabak enthielt, wie aus den obigen Befunden 
hervorgeht, Nicotyrin?. Ob dieses Nicotyrin schon in der Pflanze vor- 
gebildet war oder erst bei der Fermentation entstanden ist, entzieht 
sich der Beurteilung. Es ware aber von hohem Interesse, frische, noch 
unfermentierte Brasiltabake auf einen eventuellen Gehalt an Nicotyrin 
zu untersuchen. Diese Untersuchung ware aber mit Riicksicht auf die 
Instabilitat griiner Tabakpflanzen vorteilhaft im Ursprungslande 
vorzunehmen. Es ist jedenfalls interessant. dab der Brasiltabak, wie 
ich seinerzeit gezeigt habe, zu der Gruppe von Tabaken gehért, welche 
einen alkalischen Hauptstromrauch geben und keine reduzierenden Sub- 
stanzen enthalten. Wahrend z. B. Orienttabake, aus welchen unsere 
Zigaretten hergestellt werden, reichliche Mengen reduzierender Sub- 
stanzen enthalten, ist dies bei einer Reihe von hauptsachlich fir Zigarren 
verwendeten Tabaken nicht der Fall. 

Sollte es sich herausstellen, daB auch griine, unfermentierte Brasil- 
tabake Nicotyrin enthalten, ware dies wohl als Fingerzeig fiir die 
Entstehung des Nicotins im Tabak zu betrachten. Stellt sich aber 
heraus, daB griine Brasiltabake kein Nicotyrin enthalten, dann entsteht 
dieses bei der Fermentation infolge der Abwesenheit reduzierender 
Substanzen im Tabakblatt aus dem Nicotin. 


' Zeitschr. f. Unters. d. Lebensm. 67, Heft 6, 604, 1934. —* In Havana-, 
Sumatra- und Javatabaken konnte ebenfalls Nicot yrin nachgewiesen werden. 











Uber die Verteilung 
der Ammoniakmuttersubstanzen im Schafsblute. 


Von 
J. Heller und A. J. Klisiecki. 
(Aus dem Hygienischen Institut der Universitat und dem Physiologischen 
Institut der Tierairztlichen Hochschule in Lwéw.) 


(Eingegangen am 15. November 1934.) 


1. In einer friiheren! Arbeit haben wir gezeigt, daB die Ammoniak- 
bildung in vitro im Schafsblute aus zwei verschiedenen Quellen erfolgt. 
Die eine ammoniakliefernde Substanz, deren Zerfall durch Boratzusatz 
nicht gehemmt wird, befindet sich im Plasma und wahrscheinlich auch 
in den Blutkérperchen. Diese Substanz, die wir ,,Subst. A‘ nennen, 
liefert etwa 0,5 mg-°, Ammoniakstickstoff. Die andere Ammoniak- 
quelle, Substanz B, deren Zerfall durch Boratzusatz sicher gehemmt 
werden kann, ist nur in den Blutkérperchen enthalten. Sie zerfallt im 
hamolysierten Blute schon bei Zimmertemperatur, doch schneller bei 
37°. Bei intakten Blutkérperchen ruht die Ammoniakbildung aus dieser 
Substanz B bei Zimmertemperatur. Bei 37° konnten wir ihren Anfang 
nach etwa 24 Stunden nachweisen und wir glaubten sie mit der einige 
Stunden spater sichtbaren Hamolyse in Zusammenhang bringen zu 
diirfen. Durch fortlaufende Destillation nach Parnas und Heller, 
jedoch ohne Boratzusatz, laBt sich die Ammoniakbildung aus der 
Subst. B sehr wesentlich beschleunigen. 

In der vorliegenden Arbeit, welche im Herbst 1933 ausgefiihrt 
wurde, wurde die Verteilung beider Substanzen zwischen Plasma und 
Kérperchen studiert. 

2. Ammoniakbildung im hdmolysierten Blute. Da schon nach den 
ersten Bestimmungen dieser Reihe auf niedrigere Werte als in der 
vorigen Mitteilung geschlossen werden muBte, haben wir die Ammoniak- 
bildung des himolysierten Blutes nochmals genau untersucht. Je 2 cem 
steril entnommenes und defibrinierten Blutes wurden mit 5 eem Thymol- 
wasser himolysiert und bei 15° steril aufbewahrt. Zur Bestimmung wurde 
jedesmal der ganze Inhalt eines Réhrchens genommen, um die Infektion 
bei der Entnahme zu vermeiden. Die Werte (Tabelle I) stellen die Er- 
gebnisse einiger solcher Bestimmungsreihen dar. Die Endwerte variieren 
hier von 1,0 bis 1,43 mg-°,, NH,-N, der Mittelwert betragt 1,27 mg-%). 
Auch die ,,fortlaufende Destillation’’ ergab in dieser Reihe ahnliche 
Endwerte, und zwar: 1,3, 1.2 und 1,27 mg-°,. Im Jahre 1932 haben 
wir héhere Endwerte, um 1,7 mg-°, schwankend, erhalten. Zu dieser 
Divergenz méchte vielleicht der Unterschied in der Jahreszeit bei- 


! Diese Zeitschr. 258, 300, 1932. 
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Tabelle I. Ammoniakbildung im hamolysierten Schafsblute. 
Temp. 15°. 
Nr. Std — Ag Nr. Std, ae Nr. Std. ney? 
mg-° , mg-° mg- 
1 7 0,59 9 24 1,14 17 56 1,30 
2 8 0.80 10 25 1,00 18 65 1,36 
3 13 0,94 11 34 1,43 19 65 1,38 
4 15 1,09 12 35 1,18 20 74 1.30 
5 15 1,16 13 49 1,05 21 84 1,43 
6 19 1,00 14 49 1,34 22 89 1,28 
7 21 1.18 15 50 1.05 23 95 1,37 
8 24 1,20 16 54 1,39 24 95 1,39 


getragen haben, da die vorige Reihe im Februar— Mai, die vorliegende 
im September— Dezember ausgefiihrt wurde, oder der Umstand, dab 
das Blut in jener Reihe gréBtenteils einem trachtigen Schaf entnommen 
wurde. 

Da in den Experimenten mit Boratzusatz der gleiche Wert von 
0,5 mg-°,, wie im Jahre 1932 gefunden wurde, so betrifft die besprochene 
Verminderung nur den Gehalt an Substanz B. 

3. Ammoniakhildung im isolierten Blutserum stellt die Tabelle I 
dar. Wir finden hier Werte von 0,32 bis 0,6 mg-°,, zumeist etwa 
0,5 mg-°,. Einige Experimente, welche zugleich Ansaitze von Serum 
mit Boratzusatz enthielten, haben erwiesen, daB die Ammoniakbildung 
im Blutserum in keiner Weise durch Borat beeinfluBt wird. 





Tabelle IT. Ammoniakbildung im Serum des Schafsblutes. 
Temp. 15°. 
wr. || sea. | NBeN | we | sea. | NHN 7 we. jan NH,-N 
mg-"/o mg-° mg-9/,, 
1 8 0,325 6 23 0,38 11 49 0,32 
2 9 0,40 7 24 0,52 12 65 0,50 
3 y 0,30 8 25 0,57 13 89 0,48 
4 13 0,42 9 40 0,53 14 141 0.50 
5 14 0.39 10 49 0,60 








4. Uber die Ammoniakbildung in abgetrennten und hémolysierten 
Blutkérperchen. In der Tabelle LIT finden wir Ergebnisse, die mit 
isolierten und sofort mit 2,5facher Menge Thymolwasser himolvsierten 
Korperchen erhalten wurden, wobei die Werte fiir L00 com Kérperchen 
berechnet wurden. Die Endwerte schwanken hier zwischen 1,6 und 
2,2 mg-”,, NH,-N, mit einem Mittelwert von 1,95 mg-°,. Dies beweist 
nochmals, da die in Punkt 2 besprochene Verminderung der Ammoniak- 
bildung in dieser Versuchsreihe nur auf Kosten der Substanz B zustande 
kommt, denn die Ammoniakbildung isolierter K6érperchen (bei fort- 
laufender Destillation) lieferte uns im Jahre 1932 2.5 bis 2,8 mg-°,, 
einmal sogar 3,1 mg-°,, N H.-N. 
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Tabelle III. Ammoniakbildung in hamolysierten Blutkérperchen 





des Schafes. Temp. = 15°. 
Nr. Std. eden Di Nr. Std. ae ne Nr. Std. penn 
mg-°/» mg-° mg-° |, 
6,5 0,73 4 24 1.60 7 49 1,93 
2 13 1,10 5 35 2,00 8 13 1,79 
3 21 2,00 6 49 2,20 9 76 1,80 


5. Versuche mit gewaschenen Blutkdrperchen. In den Versuchen 
dieser Reihe wurde das defibrinierte Blut zentrifugiert, das Serum ab- 
gezogen und durch eine gleiche Menge physiologischer Kochsalzlésung 
ersetzt, durchgemischt und nach Verlauf von 20 Minuten zentrifugiert 
und abgezogen. In dieser Weise wurden die Kérperchen viermal mit je 
einer neuen Portion physiologischer Kochsalzlésung gewaschen. Nachdem 
die letzte Portion abgezogen wurde, wurde der Rest gut durchgemischt 
und je 2 eem in Probierréhrehen mit je 5 cem Thymolwasser hamolysiert. 
Die Ergebnisse dieser Reihe sind in der Tabelle 1V zusammengestellt. 
Sie wurden fiir 100 ccm ,,gewaschener Kérperchen® berechnet, wobei 
zu bemerken ist, daB das Volumen beim Durchmischen nach dem 
Waschen immer etwas gréBer war, als das anfaingliche Volumen ab- 
geschleuderter Kérperchen. Ob die niedrigen Werte der Tabelle IV 
durch diesen Umstand ganz geklart werden, oder aber ein dritter 
ammoniakliefernder ProzeB anzunehmen sei, welcher an gleichzeitige 
Anwesenheit von Kérperchen und Serum gebunden ware, wie dies 
Mozolowski und Mann! im Schildkrétenblut gefunden haben — diese 
Frage miissen wir wegen der groBen Streuung unserer Werte vorlaufig 
offen lassen. Die Werte der Tabelle [IV schwanken zwischen 0,8 und 
1,4 mg-°%, mit einem Mittelwert von 1,1 mg-°,. Wird vom Mittelwert 
der Tabelle IT der Wert 0,5 mg-°, fiir die Ammoniogenese A abgezogen, 
so resultiert der Wert von 1,45 mg-°, 
gewaschenen K6rperchen erwartet hatten. 


den wir als Endwert bei den 


Es ergab sich nun die Frage, ob durch das Auswaschen eine ammo- 
niakbildende Substanz oder bloB das dazu nétige Ferment  beseitigt 


Tabelle IV. Ammoniakbildung in gewaschenen und hamolysierten 











Blutkérperechen. Temp. = 15°. 

Nr. Std. . Heng Nr. Std. . = Nr. Std. " ~e 

mg-°/9 mg-°'9 mg-°/» 
1 6 0,68 8 11 0,58 15 41 1,26 
2 9 0,88 9 17 0,65 16 48 1,17 
3 9 0,90 10 17 0,86 17 48 1,00 
4 10 0,90 11 17 0,93 18 48 1,12 
5 10 0,70 12 24 0,76 19 65 1,00 
6 10 1,04 13 26 0,80 20 87 1,43 
7 11 0,60 14 32 1,26 


! Diese Zeitschr. 249, 161, 1932. 
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Tabelle 1Va. Ammoniakbildung in gewaschenen und unter Borat- 





zusatz hamolysierten Blutkérperchen. Temp. = 15°C. 
: NH,-N 
Nr. Std. a 
mg-° |; 
1 (2 0,14 
2 75 0,195 


wird; des weiteren, welcher von den beiden ammoniakliefernden 
Prozessen dabei betroffen wird. Zu diesem Zwecke wurde in einer 
Serie von sechs Versuchen die Ammoniakbildung in der Waschfliissigkeit 
untersucht. In den ersten zwei Versuchen wurden die gesammelten 
Waschflissigkeiten gemeinsam bearbeitet und gefunden: 

Versuch 1.  WKochsalzlésung, in der.6cem Kérperchen gewaschen 
wurden, enthalt nach 24 Stunden 0,0228 mg NH,-N, entsprechend 0,38 mg 
auf 100 cem Blutkérperchen. 

Versuch 2. Kochsalzlésung, in der 20 ccm Blutkérperchen gewaschen 
wurden, entwickelt in 24 Stunden 0,0612 mg N H,-N, entsprechend 0,306 mg 
auf 100 cem Korperchen. 

In den anderen vier Versuchen wurde die Ammoniakbildung in der 
ersten und zweiten Portion der Waschfliissigkeit getrennt untersucht und 
folgende Werte (auf 100 cem Kérperchen umgerechnet) gefunden: 





Versuch: Lil. IV. . 2 Vi, 

mg-9/9 mg-? » mg-' mg-' 
Beate Pomona 0,20 0,21 0,225 0,195 
Zweite Portion. ...... 0,15 0,11 0,17 0,13 


Es werden also im ganzen 0,3 bis 0,4 mg-°, ammoniakliefernder Sub- 
stanz ausgespiilt, was einem Anfangsgehalt von etwa 0,5 mg-% entsprechen 
diirfte. Soviel aber betragt wie wir gesehen haben der Gehalt der 
Blutkérperehen an Substanz A. 

In weiteren zwei Experimenten wurde gezeigt, dai der Gehalt der 
Blutkérperchen an Substanz A durch das Waschen tatsiéchlich um den in 
der Waschfliissigkeit gefundenen Betrag abgenommen hat. Inder Tabelle lV a 
finden wir die Ammoniakbildung in gewaschenen und hamolysierten Kérper- 
chen, welche mit Borat angesetzt wurden. Die beiden Werte betragen 
0,14 und 0,105 mg-°%. 

6. Es sollte zuletzt ein eventueller Zerfall der Substanz B in intakten 
Blutkérperchen bei 38° untersucht werden. In der vorigen Mitteilung 
haben wir die Vermutung ausgesprochen, daB der Zerfall dieser Substanz 
mit dem Anfang der Hamolyse zusammenfiel, obwohl eine sichtbare Hamo- 
lyse erst nach einigen Stunden einzusetzen pflegte. Wir wurden nun auf- 
merksam gemacht, da die Hammel, welche Jahre hindurch ihr Blut zur 
Wassermannschen Reaktion liefern wie es auch hier der Fall war 
fast stets Autolysine im Blute enthalten. Dies wird durch die Resorption der 
bei unzahligen Punktionen unvermeidlichen Extravasate erklirt. In dieser 
Versuchsreihe verfiigten wir iiber ein frisch beschafftes Paar Tiere, welche 
abwechselnd punktiert wurden. Das Blut wurde in dieser Reihe in gleiche: 
Menge steriler physiologischer Kochsalzlé6sung aufgenommen und bei 38° 
aufbewahrt. Das Blut hielt sich so unverandert bis zum dritten Tage und 


25* 
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Tabelle V. 


Ammoniakbildung im nicht hamolysierten Schafsblute. 
Temp. = 38°. 





Ni Std. he ey Nr Std. aiig-t Nr. Std. hae 

mg-9 6 mg-9/9 mg-9 5 
1 13 0,2 4 25 0,45 7 38 0,50 
2 24 0,3 5 37 0,35 8 46 0,52 
3 25 0,4 6 37 0,40 9 52 0,49 


wies in dieser Zeit nur die Ammoniakbildung aus der Substanz A auf (Ta- 
belle V), ahnlich wie wir es fiir das Pferdeblut nachgewiesen haben. 

Es sei hier aber ausdriicklich hervorgehoben, daB diese Feststellungen 
nicht ohne weiteres auf andere Blutarten tibertragbar sind. So ist z. B. fiir 
das Kaninchenblut Permeabilitat der Blutkérperchen fiir die Adenylsaure 
(= Subst. B) nachgewiesen worden!. Dasselbe diirfte fiir alle Blutarten 
zutreffen, in welchen Ammoniogenese B ohne vorherige Hamolyse einsetzt. 

Was die chemische Natur der beiden Ammoniogene anbelangt, so 
scheint es jetzt, insbesondere nach der Arbeit von Mozolowski?, keinem 
Zweifel zu unterliegen, daB die Substanz B mit der Adenylsdure 
identisch ist. Die Annahme Freunds, daB ein Carbaminsaurederivat 
die Muttersubstanz des Ammoniaks darstellt, kénnte fiir das Ammon- 
iogen A zutreffen. Jedenfalls scheint eine experimentelle Nachprifung 
dieser Annahme berechtigt zu sein, besonders im Zusammenhang mit 
den letzten Arbeiten von Meldrum?. 


Zusammenfassung. 


Im Schafsblute sind zwei Substanzen enthalten, deren spontaner 
Zerfall in vitro eine Ammoniakbildung zustande bringt: 

Eine von ihnen, Substanz A, ist gleichmaBig iiber das Serum und 
Koérperchen verteilt. Sie 1iBt sich aus den Kérperchen mittels physiologi- 
scher Kochsalzlésung auswaschen. Ihr Zerfall wird durch alkalische 
Boratlésung nicht gehemmt. Ihr Gehalt im Schafsblute entspricht 
0,4 bis 0,6 mg-°,, NH,-N. 

Die zweite, Substanz B, ist nur in den K6érperchen enthalten. In 
intakten Kérperchen ist sie stabil, erst die Haimolyse erméglicht ihren 
Zerfall. Weder Substanz B noch das eventuell bei ihrem Abbau tatige 
Ferment werden aus den Kérperchen durch das Waschen mit physio- 
logischer Kochsalzlésung entfernt. Ihr Gehalt entspricht 0,5 bis 
0,85 mg-°, Ammoniakstickstoff fiir 100 cem Schafsblut. Substanz B 
diirfte mit der Adenylsdure identisch sein. 


1 Parnas u. Taubenhaus, diese Zeitschr. 159, 298, 1925, vgl. S. 307. 
2 Wt. Mozotowski, ebenda 205, 150, 1929. - 3 N,. U. Meldrum u. 
F.J.W. Roughton, J. of Physiol. 80, 143—170, 1933. 








Zur Frage der Einwirkung ultravioletter Strahlen 
auf Pepton- und Proteinlésungen. 
Von 
Fritz Lieben und Hans Jesserer. 
(Aus dem Institut fiir medizinische Chemie der Universitat Wien.) 
(Eingegangen am 23. November 1934.) 


Mit 1 Abbildung im Text. 


Gelegentlich von Untersuchungen tiber die Aufspaltung von 
Stickstoffbindungen im EiweiB durch Bestrahlen mit der Quarzlampe 
wurde von Eckstein und dem einen von uns! wahrgenommen, dak bei 
Bestrahlung von Wiotte-Peptonlésungen (0,25 bis 0,93°.) stets eine 
Hautbildung an der Oberfliche der Lésung auftritt, und zwar starker 
bei den konzentrierteren Lésungen. Wir nahmen damals an, daB diese 
Haut auf die Witte-Peptonlésungen insofern einen Schutz ausiibe, als die 
Lichtwirkung auf die Aminosauren im Ei- 
weiBverband (z. B. auf das Histidin) da- 7% 
durch abgeschwacht werden kénne. | | | 





I. Wir haben nunmehr diese Er- 
scheinung naher untersucht. Wir ver- 
wendeten wasserige Lésungen von Pepton 
siccum Witte (Rostock) in einer Konzen- 
tration von 0,5 bis 5°.. In allen Fallen 
wurde bei Bestrahlung Hautbildung er- 
zielt; in den folgenden Versuchen wurden 














zumeist 2,5 bis 3° ige Lésungen benutzt. 


Abb. 1. 

Es handelte sich fernerdarum, das opti- — Verhultnis der Menge des sich bil- 
male py fiir die Ausbeute an ,,Licht-  denden ,Lichtkirpers* zum py der 
bestrahlten Wittepeptonliésung 
(50cem ; 3°); 2Std. bestrahlt). 


kérpern™ zu ermitteln. Die wiedergege bene 
Kurve gibt iiber unsere Befunde Auskunft. 
Man sieht, dab von kleinen zufalligen Schwankungen abgesehen 

bei dem alkalischen py 8 noch keine Hautbildung erfolgt, die 
Menge der entstandenen Haut dann bis zum pu-Optimum von 5,5 
zunimmt, bei weiterer Zunahme der Aziditat aber abnimmt, um bei 
dem sauren py von 3,5 véllig zu verschwinden. 

Es wurden beim py 5,5 50cem Witte-Peptonlésung 3°, + 6eem n/10 HCl 
durch 2 Stunden mit einer schon laingere Zeit in Gebrauch stehenden 
Quarzlampe von Heraeus (220 Volt Gleichstrom, 2000 HK) in der senkrechten 
Distanz von 15 cm unter Eiskiihlung bestrahlt; dabei erhielten wir 4,25 mg 


1 H.C. Eckstein u. F. Lieben, diese Zeitschr. 268, 366, 1933. 
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Belichtungskérper, also 0,28% der verwendeten Witte-Peptonmenge. 
Die Ausbeute laBt sich aber weiter vergr6Bern, wenn man nach Entfernung 
der Haut dieselbe Lésung weiter bestrahlt. Allerdings ist die entstehende 
Hautmenge bei der zweiten bzw. dritten Bestrahlung derselben Lésung 
kleiner als bei der ersten. Es bietet keinen Vorteil, die Haut wahrend der 
Bestrahlung wiederholt abzuschépfen; eine fortgesetzte Bestrahlung in 
der gleichen Zeit liefert eher eine gréBere Ausbeute. 

Z.B. a) 50cem Witte-Peptonlésung 2,59 + 4ceem n/10 H,SO,, 
2 Stunden bestrahlt, Ausbeute 4,4mg. b) 50cem Witte-Peptonlésung 
2,5 % + 4cecem n/10 H,SO,, 2 Stunden bestrahit, Ausbeute 4,2 mg. 
Nach Entfernung der Haut werden beide Lésungen weiter je 3 Stunden 
bestrahlt; in a) bilden sich noch 3,3 mg Haut, in b) wird jede Stunde ab- 
geschépft, in den letzten Stunden sind nur mehr wenige Fetzen entstanden, 
in Summa 3 mg. 

2. Beispiel. Nach 2 Stunden Bestrahlung 4,8 mg Ausbeute; derselbe 
Versuch mit Abschépfen der Haut nach der ersten und zweiten Stunde 
gibt in Summa 3,4 mg. 

Fiir die Ausbeute erwies sich ferner die Anwesenheit eines Sensi- 
bilisators als belanglos; ebenso liefert eine 48 Stunden dialysierte Lésung 
ungefaihr dieselbe Menge Haut wie eine nicht dialysierte. Wir haben 
ferner untersucht, ob die Erscheinung der Hautbildung nach Be- 
strahlung auch bei anderen Peptonen auftritt. Wir konnten aber fiir 
das Caseinpepton (Roche) und das Seidenpepton (Roche) das Fehlen 
jeglicher Hautbildung auch bei weitgehender Variation der Versuchs- 
bedingungen (Konzentration und py) beobachten. — Hier diirfte wohl 
die im Vergleich zum Witte-Pepton offenbar geringere Molekelgr6Be von 
Bedeutung sein, Ein mehrtagiger Dialysierversuch mit Witte-Pepton- 
lésung einerseits, Caseinpeptonlésung andererseits zeigte namlich bei 
Einhaltung gleicher Anfangskonzentration und Versuchsdauer eine 
bedeutend raschere Diffusion des Caseinpeptons, was auf ein geringeres 
Molekulargewicht schlieBen l4Bt. AuBer dem Substrat ist auch die 
Lichtquelle fiir das Auftreten der Hautbildung wesentlich. Es gelang 
niemals am diffusen Tageslicht (bei 20stiindiger Exposition) eine Haut- 
bildung zu erzielen, ebensowenig, wenn die Proben zeitweise dem Sonnen- 
licht ausgesetzt wurden. Es wurde ferner kein Effekt erzielt, wenn die 
Proben unter der Quarzlampe durch Bedeckung mit einem Uhrglas 
vor der Lichtwirkung der kurzwelligen Strahlen, jedoch nicht vor der 
Erwirmung geschiitzt werden; Erwairmen im Dunkeln (Brutofen bei 37°) 
hat natirlich gleichfalls keine Wirkung. 

II. Wir versuchten nun, einige chemische Daten des so gewonnenen 
,,Lichtkérpers“ festzustellen. Derselbe lést sich leicht in verdiinnten 
Alkalien und fallt beim Ansiuern wieder aus. Der N-Gehalt bleibt 
unverandert (14,3). Es ist bemerkenswert, daB die Biwretreaktion 
verschwunden ist, wahrend sie in der Witte-Peptonlésung auch nach der 
Bestrahlung noch deutlich vorhanden ist. Es ist dies nicht auf die 
Koagulation an sich zuriickzufiihren, da andere koagulierte Proteine 
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(z. B. Serumalbumin) die Biuretreaktion ebensogut geben, wie die un- 
koagulierte Lésung; das Wesen der Biuretreaktion ist bekanntlich noch 
nicht erschlossen. — Der negative Ausfall der Reaktion nach Voisenet 
(bis auf nicht mehr kolorimetrierbare Spuren) zeigt die fast véllige 
Zerstérung von Tryptophan an: in der durch 2 Stunden bestrahlten 
Lésung, aus der der Lichtkérper entstanden war, war der Tryptophan- 
gehalt auf 47° der nicht bestrahlten Lésung gesunken. — Bei der 
Tyrosinbestimmung nach Fiirth und Zuwerkalow? lieB sich infolge des 
Auftretens einer stark braunen Verfarbung beim Auflésen des Licht- 
kérpers in Alkali der Gehalt nicht exakt ermitteln; im Kolorimeter 
schien sich eine geringfiigige Abnahme (auf etwa 90°)) zu ergeben, und 
zwar in ungefahr gleichem Ausma in der bestrahlten Lésung und beim 
,,Lichtkérper“. — Fir die Histidinbestimmung benutzten wir die neue 
kolorimetrische Methode von R. Kapeller-Adler?. In dem vorliegenden 
Falle, wo uns nach wiederholten Bestrahlungen nur 172 mg _ ,,Licht- 
kérper* fiir die Hydrolyse usf. zur Verfiigung standen, konnten wir zu 
einem sicheren Ergebnis nicht gelangen, da die Methode fiir 2 bis 3 g 
hydrolysiertes EKiweiB ausgearbeitet ist und bei derart geringen Mengen 
natiirlich versagt. Unsere bestrahlte Probe lieferte keine Farbung mit 
dem Reagens nach Kapeller-Adler, wahrend die mit der gleichen Menge 
Witte-Pepton bereitete Kontrollésung einen voriibergehenden Anflug 
einer Rosafarbe aufwies (s. unten). Wir kénnen auf eine starke Zer- 
st6rung des Histidins im Lichtkérper schlieBen, doch nicht angeben, 
ob dieselbe eine vollstandige ist. 

Von Interesse war die Untersuchung des Lichtkérpers auf freien 
Aminostickstof{f nach van Slyke. Wahrend, wie schon Eckstein und 
Lieben (I. c.) festgestellt hatten, die bestrahlte Witte-Peptonlésung keine 
Anderung im van Slyke-Wert gegeniiber der unbestrahlten zeigt, tritt 
beim Lichtkérper eine deutliche Herabsetzung dieses Wertes auf. 


In einer 1%igen Witte-Peptonlésung (schwach alkalisch) ergab sich 
nach van Slyke (Dauer der Bestimmung !/, Stunde): 24,4, 23,9 mg Amino-N; 
in einer 1%igen Lésung des ,,Lichtkérpers‘s (schwach alkalisch) unter 
analogen Versuchsbedingungen: 17,2, 16,8, 17,0 mg Amino-N. 

Ob diese Verminderung der Zahl der freien Aminogruppen mit einer 
Anderung (etwa Erhéhung) des Molekulargewichts einhergeht, kann nicht 
bestimmt behauptet werden. Es ist hier immerhin eine Stiitze fiir die 
Ansicht gegeben, daB unter dem EinfluB der Bestrahlung sich eine 
Resynthese des Peptons (eine Plasteinbildung) zu einem héher moleku- 
laren Produkt vollzieht, vielleicht kommt auch die Abscheidung einer 
mehr hochmolekularen Fraktion des Gemisches in Betracht. 


1 QO. Firth u. A. Fischer, diese Zeitschr. 154, 1, 1924; D. Zuwerkalow, 
Zeitschr. f. physiol. Chem. 163, 185, 1926; F’. Lieben, diese Zeitschr. 187, 
307, 1927. — * R. Kapeller-Adler, diese Zeitschr. 264, 131, 1933. 
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I1l. Wir sind ferner der Frage nach der Herkunft der nach der 
Bestrahlung in den Proteinlésungen neuauftretenden Aminogruppen 
bzw. des entstandenen Ammoniaks nachgegangen, die in der Arbeit 
von Eckstein und Lieben aus auBeren Griinden nicht hatte weiter unter- 
sucht werden kénnen. Es war damals die Vermutung ausgesprochen 
worden, daBb der nach der Bestrahlung der Proteine Casein, Gelatine 
und Globin neu auftretende Amino-N bzw. Ammoniak nicht aus den 
Peptidbindungen stammt, sondern aus den heterocyclischen Ringen der 
KiweiBbausteine (Histidin, eventuell Prolin und Tryptophan). Fiir diese 
vorlaufige Annahme sprach der Bestrahlungseffekt bei den freien Amino- 
siuren mit heterocyclischen Ringen!, sowie die Tatsache, daB unter- 
suchte Di- und Tripeptide durch die Bestrahlung keinerlei Anderung 
ihres van Slyke-Wertes erfuhren. Dagegen sprach der Umstand, dab die 
fast histidinfreie Gelatine nach der Bestrahlung ganz wie Globin und 
Casein einen erhdhten van Slyke-Wert aufweist (was damals auf Rechnung 
des vorhandenen Prolins und Oxyprolins gesetzt wurde); dagegen sprach 
ferner, da umgekehrt bestrahltes Witte-Pepton, das Histidin enthalt, 
trotzdem keine Erhéhung des van Slyke-Wertes anzeigt (die letztere 
Tatsache suchten wir durch eine eventuelle Schutzwirkung durch die 
auftretende Haut zu erklaren). 

Unsere nunmehr vorliegenden Ergebnisse zeigen aber zur Evidenz, 
daB die eben erwahnte, in der zitierten Abhandlung ausgesprochene 
Vermutung nicht zutreffen kann. Einmal ergab sich, daB eine 1°,,ige 
Caseinlésung nach der Bestrahlung einen starken Abbau des Histidins 
aufweist, obwohl, wie schon in der friiheren Abhandlung gezeigt worden 
war, eine solche Lésung eine wesentliche Erhéhung des van Slyke- 
Wertes durch Bestrahlung nicht liefert. (Dies tritt erst bei 0,5 ° iger 
Caseinlésung auf.) Ferner aber sahen wir, daB eine 0,5°,ige Witte- 
peptonlésung nach Bestrahlung trotz erfolgter Hautbildung und un- 
verdindertem van Slyke-Wert, von ihrem urspriinglichen Histidingehalt, 
der mit 3,3 °% ermittelt wurde, auf 34°, des Ausgangswertes herabgesetzt 
wird. Eine Schutzwirkung infolge der Hautbildung ist fiir das Histidin 
demnach nicht wahrzunehmen. Analog verhalt sich eine 0,5°,ige 
schwach alkalische Lésung des Caseinpeptons von Roche. Auch hier 
zeigt sich nach der Bestrahlung keinerlei Verschiebung des van Slyke- 
wertes bzw. keine Ammoniakentwicklung, obwohl der urspriingliche 
Histidingehalt von 1,7° dabei bis auf unkolorimetrierbare Spuren 
zerstért wird. 

Wir entnehmen diesen Versuchen, daB eine betrdchtliche Zerstorung 
von Histidin im EiweiBverband im Lichte vor sich gehen kann, ohne dap 
im van Slyke-Apparat ein Effekt auftritt, d.h. ohne daB neue Amino- 


1 F. Lieben u. V.Getreuer, diese Zeitschr. 259, 1, 1933. 
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gruppen bzw. Ammoniak gebildet werden. Esist daherauBerst wahrschein- 
lich, daB auch bei den Proteinen Casein, Globin und Gelatine, bei denen 
die Bestrahlung eine deutliche Erhéhung des van Slyke-Wertes auslist, 
diese mit dem gleichzeitig erfolgenden Histidinabbau nichts zu tun hat. 
Offenbar wird Histidin im EiweiBverband bei der Belichtung ohne 
wesentliche Ammoniakabspaltung aus dem Kern zerstért (im Gegensatz 
zu freiem Histidin). Die bei Bestrahlung von Proteinen neu auftretenden 
freien Aminogruppen und das gebildete Ammoniak entstammen nicht 
den heterocyclischen Bausteinen!, sondern wohl gelésten Peptid- 
bindungen. Was bei den Peptiden und niedermolekularen Peptonen 
noch nicht erfolgt, ist offenbar bei den hochmolekularen Proteinen 
méglich: eine allmahlich vor sich gehende Desintegration bei der Be- 
strahlung. 


LV. (bearbeitet von Frl. B. Bauminger). Noch einen Punkt 
méchten wir bei dieser Gelegenheit klarstellen. Eckstein und Lieben 
hatten bei Bestrahlung von Arginin im alkalischen Milieu eine Ammoniak- 
abspaltung von 70°. des %-Amino-N, im sauren Milieu eine solehe von 
nur 164°, gefunden. Nun hatten vordem Lieben und Urban? bei 
einigen anderen Aminosduren bei Bestrahlung im sauren Milieu eine 
starkere Ammoniakabspaltung beobachtet als im neutralen oder schwach 
alkalischen. Es liegt jedoch hier kein Gegensatz zwischen Arginin und 
dem Glykokoll, Alanin usw. vor. In den alteren Versuchen war das 
Milieu durch Zusatz weniger Tropfen n/10 NaOH gerade schwach 
alkalisch gemacht worden, so daB z. B. wahrend der Bestrahlung 
Ammoniak aus der Lésung nicht entweicht. In den neueren Versuchen 
mit Arginin war die Lésung stdrker alkalisch. Es kommt aber fiir den 
Betrag bzw. die Geschwindigkeit der Ammoniakabspaltung auf den 
Grad der Alkaleszenz an. Auch beim Glykokoll z. B. ist nach Bestrahlung 
die Ammoniakabspaltung im sauren Milieu gleich oder etwas starker 
als im neutralen, aber viel geringer als im stark alkalischen. 


Z. B. Quarzlampe 2 Stunden Eiskiihlung: 

Glykokoll 0,1% 5cem + 1 cem n/10 H,SO, + 0,1 cem Sensibilisator ; 
Ammoniak-N abgespalten in °%, des Gesamt-N: 4 bis 5%. 

Glykokoll 0,1% 5eem + 1cem H,O: derselbe Betrag, der sich bei 
Zusatz von 3 Tropfen n/10 NaOH nicht andert. 

Glykokoll 0,1% 5 cem + 1 cemn/10 NaOH usw. Ammoniakabspaltung 
(wie oben): 34°, NH,-N vom Gesamt-N. 


' Der Prolinkern wird im Licht schwerer gespalten als der Imidazolkern 
(Lieben u. Getreuer, 1. c.). Beim Tryptophan gelten dieselben Uberlegungen 
wie beim Histidin, da die Witte-Peptonlésung z. B. trotz des unveranderten 
van Slyke-Wertes bei der Belichtung starken Tryptophanabbau zeigt. 
— ? F. Lieben u. F. Urban, diese Zeitschr. 239, 250, 1931. 
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Zusammenfassung. 


1. Bei Bestrahlung von Witte-Peptonlésungen mit der Quarzlampe 
erfolgt unter geeigneten Versuchsbedingungen eine Hautbildung; diese 
Erscheinung wird nadher untersucht. Es wurde bei Verwendung von 
2,5 bis 3° igen Lésungen die Ausbeute an Haut bei wechselndem py 
geprift und ein Optimum beim px von 5,5 festgestellt. Die Ausbeute 
laBt sich noch durch Abschépfen der Haut und neuerliches Bestrahlen 
vergrOBern. Die Anwesenheit eines Sensibilisators ist wirkungslos, 
ebenso Belichtung im diffusen Tageslicht. Mit anderen Peptonen 
(Caseinpepton, Seidenpepton Roche) tritt die Hautbildung nicht auf. 

2. Die Untersuchung der Haut (des ,,Lichtkérpers‘) ergab Fehlen 
der Biuretreaktionen, véllige Zerstérung von Tryptophan, geringfiigigen 
Abbau des Tyrosins und wahrscheinlich weitgehenden Abbau des Hi- 
stidins. Der freie Aminostickstoff nach van Slyke wird herabgesetzt, 
was die Méglichkeit einer Resynthese (Plasteinbildung) bei der Be- 
strahlung nahelegt. 

3. Es wird die in einer friiheren Arbeit von Eckstein und Lieben 
aufgeworfene Frage nach der Provenienz der bei Bestrahlung von 
Proteinen entstehenden neuen freien Aminogruppen bzw. des abge- 
spaltenen Ammoniaks weiter untersucht. Aus der quantitativen Be- 
stimmung des Histidinabbaus einerseits, der nach der Bestrahlung von 
Proteinen, Peptonen usw. auftretenden Werte nach van.Slyke (ihres 
Gleichbleibens bzw. ihrer Anderung) andererseits wird die gegenseitige 
Unabhangigkeit beider GréBen festgestellt. Mit groBter Wahrscheinlich- 
keit stammen demnach die bei Bestrahlung von Proteinen neu er- 
scheinenden Aminogruppen und das entstandene Ammoniak nicht aus 
den heterocyclischen Ringen (Histidin, Prolin usw.), sondern aus der 
Aufspaltung von Peptidbindungen, die bei Peptonen und Peptiden 
offenbar resistenter sind als bei Proteinen und der Einwirkung des 
Lichtes widerstehen. Deswegen bleibt der van Slyke-Wert bei Be- 
strahlung der Peptone usw. unverandert. 

4. Es wird festgestellt, da& ebenso wie beim Arginin auch die 
anderen Aminosiuren im deutlich alkalischen Milieu eine starkere 
Ammoniakabspaltung aufweisen als im neutralen oder sauren. 











Zur Theorie der Citronensiuregirung. 
Von 
Hermann Emde. 
(Aus dem Pharmazeutisch-chemischen Institut der Universitit 
Konigsberg Pr.) 


(Eingegangen am 23. November 1934.) 


Seit Wehmer! entdeckte, daB ,,Citromyces**-Pilze in Zuckerlésungen 
Citronensdure zu erzeugen vermégen, und Currie* fand, daB gewisse 
Stémme von Aspergillus niger den Penicilliumarten, die Wehmer be- 
nutzte, hierin noch iiberlegen sind, ist die Citronensiuregiérung im Aus- 
lande schnell zur Grundlage einer bedeutenden Industrie geworden. 

Der Mechanismus der Citronenséiuregérung ist, wie Doelger und 
Prescott® ausfiihren, noch dunkel. Amelung * hat gezeigt, daB Aspergillus 
niger Citronenséure aus 3-, 4-, 5-, 6- und 12-Kohlenstoffzuckern erzeugen 
kann, und daB Rohrzucker das Maximum liefert: Bernauer® und 
Molliard® haben dieses Ergebnis bestatigt. Aus 1 Mol Rohrzucker 
kénnten theoretisch nach der Gleichung (1) 

C,.H.20,, + 30, > 2C,H,0, + 3H,0 (I) 
2 Mol Citronensdure, d.h. aus 1g Rohrzucker 1,23 ¢ Citronensadure 
entstehen. Die Praxis erhalt aber viel weniger, etwa nur 50° vom 
Gewicht des Rohrzuckers, also aus 1g Rohrzucker nur etwa 0,5 g¢ 
Citronensiure statt 1,23 g: unter optimalen Bedingungen konnten 
Doelger und Prescott im Laboratoriumsversuch annaihernd 60°, des 
Rohrzuckers in Citronensaéure iberfiihren. 

Diese Differenz erklaren Doelger und Prescott® so, daB sie zum 
Aufbau der Kérpersubstanz des Aspergillus niger dient, oder als Kohlen- 
sdure veratmet wird. 

In der Tat wird bei der alkoholischen Garung, die zu etwa 95° 
nach der bekannten Garungsgleichung | 

C,H,,0, > 2C,H,OH + 2C0, (II) 
verliuft, etwa die Halfte des Ausgangsmaterials in Kohlensdiure ver- 
wandelt. Aber das ist keine Atmungskohlenséure der Hefe, sondern 
das Ergebnis von Decarboxylierungsprozessen auBerhalb der Hefe. 
Ob die Citronenséuregéirung analog unter Decarboxylierung auBerhalb 


1 Bull. soe. chim. (3) 9, 728, 1893; C. r. 117, 332, 1893. — ? J. of biol. 
Chem. 31, 15, 1917; vgl. Thom u. Currie, J. Agr. Research 7, 1, 1916. 
3 Ind. Engin. Chem. 26, 1142, 1934. — 4 Zeitschr. f. physiol. Chem. 166, 161. 
1927. — ° Diese Zeitschr. 197, 309, 1928. ®C.r. soc. biol. 90, 1395, 1924. 
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der lebenden Organismen verlauft, ist unbekannt. Nun habe ich bereits 
vor zwei Jahren! folgenden SchluB gezogen: 

Nach W/. Butkewitsch? vergairen nur solche Pilze Chinaséure, die 
aus Hexosen Citronensaéure erzeugen kénnen. Infolgedessen ist es sehr 
wokl méglich, daB Chinasaure bei der Citronensduregarung ein Zwischen- 
glied ist, und daB man die chemischen Vorgiange bei der Citronensaure- 
girung von z. B. Rohrzucker in die beiden Stufen der Biosynthese von 
Chinasdure (IIL) iiber einen Cg-Korper, iuber die an anderer Stelle 
ausfiihrlich berichtet wurde*, und der Oxydation von Chinasaure zu 
Citronenséure (IV) zerlegen kann: 

CAL, + UO, + OO, + 5CO,' 4+ 680 (111) 
Chinasiure 
50 >C,H,0, + CO, + 2H,0 (IV) 
Citronensiure 


C,H,.0, 

Die Gleichung (IV) wird dadurch gestiitzt, daB inzwischen H.O. L. 
Fischer und G. Dangschat* Chinasdure durch Oxydation mit Perjod- 
siure in guter Ausbeute zu Citronenséure abgebaut haben: 


HOOC OH HOOC OH 
H.C’ ‘CH, H, Cc’ \CH, 
7 . ae + CO, + 2H, 0. 
HOHC. .CHOH ~~” HOOC COOH 
CHOH 
Chinasaure Citronensiure 


Aus den Gleichungen (III) und (IV) folgt als theoretische Ausbeute 
fiir die Citronenséuregérung des Rohrzuckers nur 1 Mol Citronenséure 
aus 1 Mol Rohrzucker, also 0,6 g Citronensiure auf 1g Rohrzucker. 
Das ist eine befriedigendere Ubereinstimmung mit der Praxis, die etwa 
0,5 g Citronensiure aus 1g Rohrzucker liefert, als nach Gleichung (1), 
die 1,2 g Citronenséure aus 1 g Rohrzucker erwarten laBt. 


' Apoth.-Ztg. 47, 1418, 1932, Anm. 16. — * Diese Zeitschr. 145, 442, 
1924. — * Apoth.-Ztg. 47, 1433, 1932. — 4 Helv. Chim. acta 18, 1196, 


1934. 
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Der Nachweis 
und die Bestimmung von Germanium in organischen Stoffen. 
Von 
W. Geilmann und K. Briinger. 
(Aus dem Institut fiir anorganische Chemie der Technischen Hochschule 
Hannover.) 
(Eingegangen am 22. November 1954.) 


Mit 1 Abbildung im Text. 


Dem eigentlichen Nachweis des Germaniums mu eine Zerstérung 
der organischen Masse vorangehen. Infolge der Fliichtigkeit einer Reihe 
von Germaniumverbindungen bei Gliihhitze und der Méglichkeit ihrer 
Bildung durch Einwirkung von Reduktionsmitteln (auch gliihender 
Kohle) ist die einfache Veraschung durch Verbrennung an der Luft 
nicht anwendbar, da hierbei Germaniumverluste eintreten, die bei ge- 
ringen Mengen zur quantitativen Verfliichtigung fiihren miissen. 

Um die Unbrauchbarkeit der Veraschung zu zeigen, wurden 2 g 
gewohnliches Filterpapier mit angemessenen Mengen einer Germanium- 
dioxydlésung versetzt, unter den tiblichen Bedingungen bei méglichst 
niederer Temperatur in einer flachen Veraschungsschale verbrannt und 
die riickstandigen Aschen nach dem spater geschilderten spektral- 
analytischen Verfahren gepriift. Um den Einwand zu entkraften, dab 
bei der Anwendung eines so aschearmen Stoffes die Verluste besonders 
groB sein miissen, wurde der gleiche Versuch mit 2 g Gras wiederholt. 


Tabelle I. 


Germaniumverluste beim Verbrennen der organischen Masse. 





_ “ugesetzte Wiedergefunden ; Wiedergefunden : 
Germaniummenge beim Verlust beim trockenen Verlust 
, Filtrierpapier 0), Gras 
4 0 109 0) 109 
5 0 100 0 100 
10 0 109 0 190 
20) 0) 109 0 100 
59 2—8 96—97 2—4 92—96 
100 a—3 96—97 6 94 


Bereits beim Verbrennen von 2 g organischer Masse werden kleinere 
Germaniummengen restlos verfliichtigt und selbst Mengen von 0,1 mg 
noch zu ber 90°). Das Verfahren muB demnach als unbrauchbar ab- 
gelehnt werden. Die Ergebnisse decken sich mit der von V. VW. Gold- 
schmidt und Cl. Peters! bei der Verbrennung von Kohien gewonnenen 


1 V.M. Goldschmidt, Nachrichten der Gesellschaft der Wissensch. 
zu Géttingen, Math.-phys. Kl. 1930, 8S. 398. 
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Erfahrung, daB der gréBte Teil des Germaniums nicht in der Asche, 
sondern im Flugstaub zu finden ist. 

Ob eine Veraschung in diinner Schicht unter reichlichem Luft- 
zutritt nach vorhergehendem Durchfeuchten mit  konzentrierter 
Salpetersaiure? ein vollstandiges Zuriickbleiben von Ge O, immer gewahr 
leistet, wurde nicht besonders gepriift, erscheint aber von vornherein 
etwas unsicher und ist fiir gew6hnliche Zwecke unnétig, da eine Ver- 
brennung auf nassem Wege ebenso schnell und unbedingt sicher zum 
Ziele fiihrt. 

Von den in der toxikologischen Analyse wtblichen Zerstérungs- 
verfahren scheiden von vornherein alle diejenigen aus, die von der 
oxydierenden Wirkung freier Halogenide Gebrauch machen; z. B. das 
Verfahren von Fresenius und v. Babo* mit seinen verschiedenen Modi- 
fikationen. Die Gefahr der Verluste durch Fortdampfen von Ger- 
maniumtetrachlorid ist trotz Anwendung eines RiickfluBkihlers so 
groB, daB eine Verwendung unzweckmaBbig erscheint. 


Beim AufschluB mit konzentrierter Schwefelsiure und Oxydations- 
mitteln diirften keine Germaniumverluste auftreten. Recht zweckmabig 
erschien die von G. Lockemann® angegebene und von A. Neumann# 
zur Bestimmung von Phosphorsiure und Alkalien in der biologischen 
Analyse mit Vorteil verwandte Zerstérung durch Erhitzen mit kon- 
zentrierter Schwefel- und Salpetersiure, bei der auch eine schnelle Ver- 
arbeitung etwas gréBerer Substanzmengen méglich ist. Die neuerdings 
haufiger empfohlene Zerstérung mit konzentrierter Schwefelsaéure und 
Perhydrol diirfte ebensogut brauchbar sein. DaB ein merklicher Verlust 
am Germanium beim AufschluB von 2g Filtrierpapier bzw. 2g Heu 
nach Neumann nicht auftritt, zeigt die Tabelle Ll, in der die fiir zu- 


Tabéelle II. Germaniumverluste beim AufschluB mit Schwefel- 
und Salpetersaure. 





Zugesetzt Wieder- Verlust Zugesetzt Wieder- Verlust 
; gefunden 0/,, ; gefunden 5 
2 1—2 0—59 16 16 0 
3 3--2 0—33 20 18 10 
4 4—3 0—25 30 30 0 
8 7—8 12,5—0 40 40 0 
10 10—10 0.0 50 50 0 





' V.M. Goldschmidt u. Cl. Peters, Nachrichten der Gesellschaft der 
Wissensch. zu G6ttingen, Math.-phys. Kl. 1933, S. 141——166. 2 Fre- 
senius u. v. Babo, Ann. d. Chem. u. Pharm. 49, 306, 1849. — * G. Locke- 
mann, Zeitschr. f. angew. Chem. 18, 421, 1905. 4 4. Neumann, Zeitsehr. 
f. phys. Chem. 37, 129, 1902; 438, 35, 1904. 
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gesetzte Germaniummengen wiedergefundenen Zahlen zusammen- 
gestellt sind. 

Abgesehen von Verlusten bei sehr kleinen Mengen, die aber durch- 
aus nicht allein im AufschluBverfahren zu liegen brauchen, wurden die 
zugesetzten Germaniummengen quantitativ wiedergefunden, so dab 
das vorgeschlagene AufschluBverfahren unbedingt brauchbar sein 
diirfte. 

Zu priifen war nunmehr, ob die gelegentlich auttretenden Chloride 
eine Verfliichtigung als Germaniumtetrachlorid bewirken wiirden, 
sobald beim AufschluB unter Einwirkung der Schwefelsiure eine Ab- 
spaltung von Chlorwasserstoff stattfindet. 

Es wurde daher in einer Reihe von Heuproben im Gewichte von 2 g, 
denen 0,010 bzw. 0,004 mg Germanium als Dioxyd und von 0,02 bis zu 
1000 mg steigende Kochsalzmengen zugesetzt waren, die nach dem AufschluB 
verbleibenden Germaniummengen bestimmt mit dem Erfolge, daB~ ein 
Verlust sich erst bemerkbar machte, sobald mehr als 0,1 ¢ Kochsalz zu- 
gegen war, ein Zusatz von | g bewirkte einen Verlust von 1 bis 3+ Ger- 
manium. Durch die normalerweise vorhandenen Chloridmengen ist demnach 
kein Verlust zu befiirehten. Immerhin ist bei der Untersuchung stark 
chloridhaltiger Proben Vorsicht geboten und ein anderer AufschluB zu 
verwenden, etwa die Verbrennung in einer Bombe mit Sauerstoff, wenn 
nicht durch eine vorherige Extraktion mit Wasser die Hauptmenge des 
Salzes zu entfernen ist. In dieser Lésung ware dann das Germanium be- 
sonders zu bestimmen. 

1. Fiir die Zerstérung der organischen Masse ergibt sich folgende 
Arbeitsvorschrift. 2 bis 5g trockenes Material werden in einem 
200 cem Kjeldahl-Kolben mit 5 ccm konzentrierter Schwefelséure tiber- 
gossen und unter portionsweisem Zusatz von konzentrierter Salpeter- 
siure solange gekocht, bis die Masse beim langeren Kochen hell bleibt, 
simtliche tiberschiissige Salpetersiure verdampft ist und Schwefelsaure- 
dampfe auftreten. Nach dem Abkiihlen der farblosen oder héchstens 
weingelb gefairbten Fliissigkeit werden 10 com Wasser zugegeben. Zur 
Vertreibung der jetzt zerfallenden Nitrosyl-Schwefelsiure wird noch- 
mals bis zum Auftreten der Schwefelsiuredampfe eingeengt. 

2. Die Anreicherung des Germaniums. Der Nachweis des Germa- 
niums in der aufgeschlossenen Masse wird in den meisten Fallen nicht 
unmittelbar méglich und nur nach Anreicherung zu fiihren sein. Eine 
Abtrennung des Germaniums von fast allen Elementen, mit Ausnahme 
von Arsen und Selen, ist leicht durch Destillation aus salzsaurer Lésung 
méglich!, wobei Germanium als Tetrachlorid (Siedepunkt 83°) schnell 
und quantitativ tiberzutreiben ist, wenn passende Versuchsbedingungen 
innegehalten werden. 

1 OC. H. Buchanan, J. Ind. Eng. Chem. 8, 585, 1916; 9, 661, 1917. 


— * W.Geilmann u. K. Bringer, Zeitschr. f. anorg. u. allg. Chem. 196, 
312—320, 1931. 
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Die Destillation erfolgt in einem Apparat, dessen Einzelheiten aus der 
maBstablich gezeichneten Abb. 1 hervorgehen. Der Destillationsaufsatz A, 
dessen Form Verluste an Germanium ausschlieBt, ist mit dem Ablaufrohr 
des Kiihlers B verschmolzen. An den Normalschliff des Aufsatzes kénnen 
gleich lange Rundkolben R von 50, 100 oder 200 cem Inhalt angesetzt 
werden. Zum Einleiten von Kohlendioxyd, das die Destillation erleichtert 
und StoBen verhiitet, dient das in den Aufsatz eingeschmolzene Rohr C, 
das bis auf den Boden des Destillationskolbens reicht und in das der Tropf- 
trichter D von 25 cem Inhalt ein- 
geschmolzen ist. Das enge Ab- 
laufrohr muB um ein Drittel kiirzer 
als das Gaseinleitungsrohr sein, da 
sonst zwischen beiden Rohren 
Fliissigkeit kapillar festgehalten 
wird. Als Vorlage wird ein konisch 
verjiingtes Zentrifugenglas von 20 
bis 25 cem Inhalt verwandt. Nach 
friiheren Erfahrungen geht Ger- 
manium am schnellsten und sicher- 
sten aus Lésungen iiber, die in 
bezug auf HCI 3 bis 4n sind; aus 
etwa 10 n-Lésungen treten Verluste 
durch den anfangs aus der Vorlage 
entweichenden Chlorwasserstoff ein. 
Enthalt die Lésung gleichzeitig 
Schwefelsaure, so wird der Uber- 
gang von GeCl, erleichtert'. 

Die im AufschluBkolben ver- 
bliebene Lésung, etwa 3 bis 5 ecm, 

oo wird mit 5ccm Wasser verdiinnt 
N und nach dem Erkalten in den 
Destillationskolben gegossen. Der 
AufschluBkolben wird dann dreimal 
durch je 10 cem Wasser ausgespiilt 
und die Spiilfliissigkeit ebenfalls 
in den Destillationskolben  ge- 

Abb. i. geben, der nunmehr 40cem_ L6- 
sung enthalten soll. Nach dem 
Ansetzen an den Destillationsaufsatz werden zu der gut durchmischten 
Lésung aus dem Tropftrichter 25 ccm konz. Salzsiure (D. 1,19) gegeben. 
Die gleichzeitig mit 1 cem 3n HCl beschickte und mit Eiswasser gekiihlte 
Vorlage wird so angesetzt, daB das Ablaufrohr des Kiihlers etwa !/, em 
tief in die Fliissigkeit eintaucht. Im schwachen Kohlendioxydstrom dieser 
wird am einfachsten einer Bombe mit Reduzierventil entnommen — wird 
mit kleiner Flamme so destilliert, daB im Laufe von 15 Minuten 12 bis 
15 cem Fliissigkeit iibergehen. Zur Sicherheit wird die Vorlage jetzt ge- 
wechselt, durch den Tropftrichter abermals Salzsiure (20 cem 3 bis 4n) 
zugesetzt und auch diese iibergetrieben. 

















Im allgemeinen ist das gesamte Germanium bereits mit den ersten 
10cem Destillat iibergegangen, nur bei Mengen von mehr als 0,05 mg 
ist die zweite Destillation erforderlich. 


' Charles G. Grosscup, J. Amer. Chem. Soc. 52, 5154, 1930. 
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Sind iiber 2 bis 3 mg Arsen oder Selen zu erwarten, dann ist es erforder- 
lich, anstatt im CQ,-Strom im schwachen Chlorstrom zu arbeiten. Der 
Ubergang des Germaniums wird dadurch nicht beeinfluBt, Arsen und Selen 
bleiben aber quantitativ zuriick. 

In der Vorlage erfolgt die Abscheidung des Germaniums als Sulfid, 
indem in das Destillat, das bereits die zur Fallung giinstige Saurekonzen- 
tration (3 bis 4 n) aufweist, in der Kalte Schwefelwasserstoff bis zur Sattigung 
eingeleitet wird. Zur Vervollstandigung der Fallung bleiben die GefaBe 
iiber Nacht stehen. Es empfiehlt sich nicht, sie durch Kork oder Gummi 
stopfen zu verschlieBen, da hierdurch leicht Germaniumspuren von anderen 
Versuchen tibertragen werden kénnen. Am sichersten ist die Aufbewahrung 
offen unter emer Glasglocke, in die gleichzeitig ein flaches Schailchen mit 
H,S-Wasser gestellt ist. Am niaichsten Morgen wird nochmals Schwefel- 
wasserstoff eingeleitet, und es werden, wahrend die Fliissigkeit lebhaft 
durch das Gas durchmischt wird, 2 bis 3 Tropfen einer gesittigten wasserigen 
Losung von SO, oder Natriumsulfit zugesetzt. Die jetzt auftretende 
Schwefelausscheidung bewirkt eine Austlockung des vorhandenen kolloiden 
Sulfides. Werden die Glaschen nunmehr zentrifugiert (etwa 10 Minuten 
bei etwa 2000 Umdrehungen pro Minute), so findet sich das gesamte Ger- 
maniumsulfid mit dem erzeugten Schwefel in der Spitze des Zentrifugen- 
glases, wahrend die iiberstehende Fliissigkeit klar und frei von Ge ist und 
vorsichtig abgehebert und verworfen werden kann. In dem Niederschlag. 
der nicht besonders gewaschen wird, kann das Germanium nachgewiesen 
und bestimmt werden. 


3. Der spektralanalytische Nachweis des Germaniums?. Zum 
sicheren Nachweis und zur Bestimmung kleinster Mengen Germanium 
eignet sich nur die Spektralanalyse. Zur spektralanalytischen Priifung 
wurde der im Zentrifugenglas gesammelte Niederschlag von Germanium- 
sulfid und Schwefel nach weitgehender Entfernung der iiberstehenden 
sauren Fliissigkeit mit 100 cmm 2n Kalilauge versetzt und auf dem 
Wasserbade erwarmt, bis alles gelést und die Lésung auf etwa 20 bis 
30 cmm eingedunstet war. Wenn eine nicht zu starke Schwefelaus- 
scheidung erzeugt war, erfolgte schnelle und glatte Lésung des Riick- 
standes; jedoch mute man durch geschicktes Neigen und Drehen des 
Glases Sorge tragen, daB auch die an der Wandung haftenden Nieder- 
schlagsteilchen abgelést wurden. Die so erhaltene Lésung wurde mit einem 
kapillar ausgezogenen und mit Gummihitchen versehenen Glasrohr 
aufgesaugt und in die Héhlung einer Kohleelektrode tiberfiihrt. Die 
zylindrischen Elektroden von 40 mm Lange und 5mm _ Durchmesser 
waren aus reinsten Achesongraphitstaben geschnitten und zur Reinigung 
einige Tage mit haufig gewechselter Salzsiure ausgekocht. Nach dem 
Gliihen im Chlorstrom bei etwa 1200° zeigten sie in den in Frage kommen- 
den Gebieten keine stérenden Linien. Die zur Aufnahme der Lésung 


. 


dienende Elektrode war mit einer 3',mm weiten und 2 mm tiefen 

1 J. Papish, New occurences of Germanium. Economic Geology 28, 
660-——670, 1928; 24, 470—480, 1929; W.Geilmann u. K. Briinger, Zeitschr. 
f. anorg. u. allg. Chem. 196, 312-—320, 1981. 
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Bohrung versehen, wahrend die Gegenelektrode schneidenférmig an- 
gespitzt war. 

Zur Aufnahme des Spektrums diente ein Quarzspektrograph mittlerer 
Dispersion (Liinge des Spektrums zwischen 2000 und 6000 A etwa 10 em), 
auf dessen Spalt der Funke abgebildet war. Angewandt wurde stets das 
Funkenspektrum der Lésung, erregt in der tiiblichen Schaltung durch einen 
kondensierten Funken von 12000 Volt Spannung und bei geeigneter Selbst- 
induktion. Belichtet wurde 2 Minuten; bei der benutzten Starke der elek- 
trischen Entladung war die in die Elektrode eingefiihrte Fliissigkeit restlos 
verdampft. Die Zahl und Intensitaét der im Spektrogramm auftretenden 
Germaniumlinien sind abhangig von der Konzentration der verwandten 
Lésung, wie Tabelle II] zeigt. 


Tabelle WI. Funkenspektrum von Germanium in Abhangigkeit 
von der Konzentration der Lésung. 





Beob- 
achtete g Germanium in 100 cem Lisung 
Linien. 
Wellen- 
linge 


heh 1,0 0.75 0,5 (0,25 0,10 0,075 | 0,050 | 0,025 0,010 0,0075 0,005 | 0,0025 0,001 


8269.5 +4 4 } n n } 4 
3124,8 
3067,0 + 
3039,1 i a ee | a ee ae ag eae ns 4 ‘ F + 
2829,1 
2754,6 rT t + ++ + + + + + + 4 + 4. 
2740,4 
2709.6 7 ++ + + i ' 4 \ : : 4 4 + 
2691.3 ++ + + + -+ ae 4 4 \ i mn , 4 
2651 0* +4+4+°>4+4+4+ 44 + : + + + + 4 + + r 
2589,2 
25332 + Se Be Bets 8 ray ae 
2498.0 + ; + | +| +] +44 
2417.4 7 T + + + + - 
Es bedeutet: +++ sehr stark, ++ stark, + sehr deutlich, + eben erkennbar. 
* Zusammenfallend mit 2651,1 bei Apparaten mit geringer Dispersion 


Als besonders empfindlich und bei 2 y Ge noch sicher auftretend 
erweisen sich die Linien 3039,1, 2754,6 und die fiir gew6hnlich zusammen- 
fallenden 2651,6 und 2651,1. Eine quantitative Schatzung der vor- 
handenen Germaniummenge ist ohne weiteres auf Grund der Intensitat 
des Spektrums méglich, wenn die Anregungsbedingungen, die Menge der 
benutzten Lésung und die Belichtungszeit peinlich genau mit den bei 
der Aufnahme der Eichplatte innegehaltenen Bedingungen iiberein- 
stimmen. 

Fiir die spektroskopische Schatzung des Germaniums in organischen 
Stoffen ist es nicht zweckmaBig, den Linienvergleich mit einer Eichplatte 
vorzunehmen, die mit reiner Germaniumlésung erhalten wurde. Infolge 
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geringer aber unvermeidlicher Verluste beim AufschluB, dem Ab- 
destillieren des Germaniumtetrachlorids, der anschlieBenden Sulfid- 
fillung usw. fallen die so gewonnenen Spektren stets ein wenig 
schwacher aus, so das die Schaitzungen zu niedrig werden. 

Dieser Fehler laBt sich jedoch leicht ausschalten, wenn die Eichplatten 
in gleicher Weise gewonnen werden wie die endgiiltigen Aufnahmen, d. h. man 
geht aus von 2 bzw. 5g reinstem Filtrierpapier, versetzt dieses mit einer 
bekannten Menge an Germaniumdioxyd und unterwirft es dem eigentlichen 
Nachweisverfahren, beginnend mit dem AufschluB und endigend mit der 
Spektralaufnahme der Lésung des Sulfids der Konzentrationsfallung. 
Werden bei der Spektralaufnahme selbst alle maBgeblichen Faktoren 
peinlichst innegehalten, so kann man bei geringer Ubung recht gute Re- 
sultate erzielen, wie die Zahlen der Tabelle LV zeigen. 2 bis 5g Filtrier- 
papier wurden von anderer Hand mit bekannten Germaniummengen 
versetzt und diese nach dem geschilderten Verfahren ermittelt. 


Tabelle IV. 


Leistungsfahigkeit der spektrographischen Bestimmung. 








Germanium in 7 Germanium in 
Fehler Fehler 
gegeben gefunden shnaies O19 gegeben gefunden waa 1 Mh 
4.8 4,9 — 0,8 — 16,6 20,0 18,0 2,0 — 10,0 
5,4 5,5 +01 > + 1,9] 40,0 40,0 +00 | + 00 
16,0 16,0 +0,0 | + 0,0 49,0 45,0 — 4,0 + 82 


Die Methode ist nur fiir geringe Mengen geeignet; Mengen iiber 
0,05 mg ergeben bereits so starke Schwarzungen der Linien, daB eine 
genauere Schaitzung auf Schwierigkeiten st6Bt. Durch photometrische 
Auswertung der Linienintensitét und gleichzeitige Verwendung von 
Leitelementen in der zu spektroskopierenden Endlésung ist zweifellos 
die Leistungsfihigkeit noch zu steigern. Fiir die beabsichtigten Versuche 
wurde jedoch auf eine derartige Verfeinerung verzichtet. 

Auf eine Vorsichtsmajregel sei jedoch noch aufmerksam gemacht. 
Infolge der groBen Empfindlichkeit des Verfahrens ist die Gefahr von 
Taéuschungen durch Einschleppen von Germanium recht groB, besonders 
wenn im Laufe der Untersuchung reiche Proben mit sehr armen abwechseln. 
Eine gewisse Sicherheit gibt das haufigere Einschalten von germaniumfreien 
Blindproben (reines Filtrierpapier), die dann auch von Ge-Linien freie 
Spektrogramme ergeben miissen. 

4. Die kolorimetrische Bestimmung von Germanium. Fir die Be- 
stimmung von Germaniummengen zwischen 0,05 und 0,5 mg eignet 
sich ein kolorimetrisches Verfahren, beruhend auf der ‘Tatsache, dab 
Germanium ahnlich der Phosphorsaure mit Molybdaten eine Verbindung 
ergibt, die durch Reduktionsmittel in blaue, niederwertige Molybdin- 
verbindungen iiberfiihrt wird. In enger Anlehnung an das zur kolori- 
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metrischen Bestimmung kleiner Phosphorsiuremengen recht brauch- 
bare Verfahren von Bell und Doisy' wurde zur Germaniumbestimmung 
in folgender Weise gearbeitet. 


Die neutrale Germaniumlésung, etwa 25 cem, wird mit je 5 cem Molyb- 
dan- und Hydrochinonlésung versetzt. Nach etwa 5 Minuten werden der 
griinlich gewordenen Lésung 25 cem Carbonat-Sulfitmischung zugefiigt, 
worauf sofort die blaue Farbung eintritt. Nach dem Verdiinnen auf 100 cem 
', Stunde kolorimetriert werden, wo die starkste Farbung 
erreicht wird, die dann etwa !/, 
y 


abblaBt. Als Vergleichslésung dient eine in derselben Weise behandelte 


kann nach 
Stunde konstant bleibt und spater langsam 


wisserige Germaniumdioxydlésung etwa gleicher Konzentration. 

Als Reagenzien sind erforderlich: 

1. Ammonmolybdatlésung: 50 ¢ Ammonmolybdat werden in 500 cem 
Wasser gelést und nach dem Erkalten mit 500cem 2n H,SO, versetzt. 
2. Hydrochinonlésung: 20 g Hydrochinon werden in | Liter Wasser gelést 
und mit | ceem konz. Schwefelsiiure angesiuert. 3. Carbonat-Sulfitmischung: 
75 ¢@ Natriumsulfit, wasserfrei, werden in 500 cem Wasser gel6st und zu 
einer Auflésung von 400g wasserfreier Soda in 2 Liter Wasser gegeben. 

Bei Verwendung reiner Lésungen von GeO, sind die gefundenen Werte 
recht gut und liegen innerhalb der fiir die iiblichen kolorimetrischen Be- 
stimmungen geltenden Fehlergrenzen, wenn eine Vergleichslésung von 
nicht zu stark abweichender Konzentration verwandt wird. Nachteilig 
ist jedoch, daB die Vergleichslésung jedesmal mitbereitet werden mubB, 
ein Ubelstand, der durch Verwendung des Stufenphotometers* oder einer 
lichtelektrischen Zelle anstatt des einfachen Kolorimeters leicht auszuschalten 
ist, da hierbei ein fiir alle Mal eine Eichkurve aufgestellt und die Vergleichs- 
ldsung iiberfliissig wird. 

Erschwerend fiir die Bestimmung ist die Abhangigkeit der Farbung 
von einer Reihe von Faktoren, z. B. der Temperatur der Lésung und dem 
Salzgehalt. Die Abhangigkeit der Farbung vom Salzgehalt der Lésung, 
der sich jedoch erst stérend bemerkbar macht, wenn gréBere Mengen vor- 
handen sind, verbietet die direkte kolorimetrische Bestimmung des Ger- 
maniums in den zur Anreicherung bzw. Abtrennung durch Destillation 
erhaltenen, stark salzsauren Lésungen, da die bei ihrer Neutralisation 
auftretenden groBen und vor allem wechselnden Alkalichloridmengen die 
‘arbung recht merklich beeinflussen, ein Fehler, der noch vergréBert 
wird durch die Spuren SiO,, die auch aus den reinsten Alkalihydroxyden 
eingeschleppt werden. Dagegen erweisen sich die geringen, bei der Oxy- 
dation des durch Konzentrationsfallung (siehe 8S. 379) erhaltenen Gemisches 
von GeS, und Schwefel mit Ammoniak und Wasserstoffsuperoxyd gebildeten 
Salzmengen als wirkungslos, so da die kolorimetrische Bestimmung des 
Germaniums hierin ohne weiteres méglich ist, wenn in folgender Weise 
gearbeitet wird : 

Das Gemisch von GeS, und Schwefel, das in der Spitze eines Zentrifugen- 
glases gesammelt ist, wird mit etwa 0,2 g reinstem kristallisierten Natrium- 
sulfid und etwa | bis 2 cem Wasser versetzt und durch gelindes Erwarmen 
auf dem Wasserbade gelést, wobei darauf zu achten ist, daB etwa an der 


' oR. D. Bell u. EB. A. Doisy, J. of biol. chem. 44, 55, 1920. 
2 C. Urbach, Mikrochemie 138, 3154, 1938. 
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Glaswand haftende Niederschlagsteile mit dem LOsungsmittel durch Drehen 
und Neigen des Glases in Berithrung kommen. Die durch Polysulfidbildung 
tiefgelbe Losung wird in ein 100-cem-Jenaer-Becherglas quantitativ iiberspiilt, 
mit | bis 2¢em reinstem, vor allem SiQ,-freien konz. Ammoniak und ge- 
niigend Perhydrol (je nach der vorhandenen Sulfid- und Schwefelmenge 
| bis 3c¢em) versetzt und auf dem Wasserbade anfangs bei aufgelegtem 
Uhrglas eingedampft. Der weibe Salzriickstand wird mit wenig kaltem 
Wasser, etwa 5 bis 10 cem, iibergossen, worin er sich fast immer restlos 
lést (ist dies nicht der Fall, so wird nochmals mit | cem NH, und 1 bis 2 cem 
Perhydrol eingeengt) und durch Zusatz von Molybdan- und Sulfidlésung 
die kolorimetrische Bestimmung nach S. 382 durchgetiihrt. Die nach dieser 
Vorschrift erhaltenen Werte sind sowohl beim Vergleich gegen reine Ger- 
maniumlésungen, wie auch gegen solche bekannter Konzentration, die der 
Sulfidfallung unterworfen wurden, durchaus brauchbar, wie die Zahlen der 
Tabelle V dartun. 


Tabelle V. Kolorimetrische Ge-Bestimmung nach vorhergehender 
Sulfidfallung. 








Ohne Destillation Mit Destillation 
angewandt gefunden Fehler angewandt gefunden Fehlei 
7 y i Oo 7 } i %lo 
40 43 + 3 + 7,5 49 40  () 0 
80 80 + 0 + O 80 73 7 g 
80 82 4- 2 + 25 80 78 —2 - 2.5 
200 178 — 22 — ll 160 160 + 0) 0 
200 191 9 4.5 200 198 —2 1 


Um die Brauchbarkeit des Verfahrens fiir die Germaniumbestimmunyg 
in organischem Material zu priifen, wurden 5 g Filtrierpapier mit gemessenen 
Mengen an Germanium versetzt und mit konz. H,SO, und HNO, aut- 
geschlossen, das Germanium wurde als Tetrachlorid abdestilliert. Die 
Menge des aus dem Destillat durch H,S gefillten Sulfids wurde anschlieBend 
kolorimetrisch ermittelt und mit der zugesetzten Menge verglichen, wobei 
das in Tabelle VI zusammengestellte Ergebnis erhalten wurde. Die Ver- 
gleichslésung wurde einmal aus einer passenden Menge reinem GeQ, direkt 


Tabelle VI. Die kolorimetrische Germaniumbestimmung in 


organischen Stoffen. 





Vergleich mit einer der Probe gleich 


Vergleich mit reiner Ge O,-Lésung behandelten Losung 
Germanium Germanium : Germanium Germanium ‘ehler 
ange wandt gefunden Fehler angewanidt gefunden Fehler 

7 Y 7 7 7 i 
40 38 — 2 40 38 —2 
80 64 - 16 8&0 72 8 

100 81 -19 x0) 81 + | 

160 133 - 27 160 166 +6 


200 151 ~49 20 195 —5 
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bereitet. Kin anderes Mal in der Weise, daB einer bekannten Menge GeO, 
5 g Filtrierpapier zugesetzt wurden und die nach Durchfiihrung des gesamten 
Vertahrens erhaltene blaue Lésung als Vergleichslésung diente. 

Beim kolorimetrischen Vergleich des aus dem organischen Material 
isolierten Germaniums mit einer direkt eingewogenen Germaniummenge 
traten durchweg merkliche Minusfehler auf, deren Gr6Be mit zunehmender 
Germaniummenge wuchs.  Allem Anschein nach sind beim Aufschlus 
und der Weiterbehandlung geringe Verluste unvermeidlich. Wurde dagegen 
mit einer, dem gesamten Nachweisverfahren unterworfenen Germanium- 
menge verglichen, so fielen die Werte recht gut aus, so da®B sich die kolori- 
metrische Bestimmung des Germaniums auf die Untersuchung von or- 
ganischem Material anwenden laBt, wenn nicht zu hohe Anforderungen 
an die absolute Genauigkeit gestellt und die Vergleichsl6sungen bzw. die 
Eichkurven bei Verwendung eines Absolutkolorimeters mit Germanium- 
lésungen hergestellt werden, die dem = gesamten ArbeitsprozeB unter- 
worfen wurden. 


5. Die gravimetrische Bestimmung kleiner Germaniummengen. Fir 
Germaniummengen von mehr als 0,5 mg ist eine gravimetrische Be- 
stimmung der Kolorimetrie vorzuziehen. Germanium bildet mit 
Ammoniummolybdat Germaniummolybdansaure!, deren Pyridinsalz 
so schwer léslich ist, dab es zur quantitativen Abscheidung verwandt 
werden kann?®. 


In dem auf Zusatz von Ammonmolybdat und Pyridinnitrat aus einer 
mit Salpetersiure angesiuerten Germaniumlésung gefillten gelben Nieder- 
schlag wurden nach dem Trocknen bis zur Gewichtskonstanz analytisch 
gefunden: 

Ge: 3,10 bzw 3,279 und MoO,: 77,96 bzw. 77,81 %. 


Diesen Zahlen wiirde die Formel Py, .H, [Ge (Mo,O,),! entsprechen, 


die 77,95 % MoO, und 3,26 % Ge verlangt und die auf Grund von Analogie- 
beziehungen durchaus méglich ist. 


Die Fallung wird nach folgender Vorschrift durchgefiihrt: Zu der 
neutralen germaniumhaltigen Lésung, die nicht mehr als 10 bis 15mg Ge 
enthalten soll und deren Volumen etwa 50ccm betragt, werden nach- 
einander gegeben: 10 cem Ammonnitratlésung, 15 cem Ammonmolybdat- 
lésung und 10 cem Salpetersiure. AnschlieBend wird das Gemisch auf dem 
Wasserbade erwairmt, bis es sich gelb gefarbt hat. Nunmebhr fiigt man 
etwa 15 bis 20 cem Pyridinnitratlésung zu, worauf sofort ein milchig weiber 
Niederschlag entsteht, der nach kurzer Zeit kristallin wird und sich mit 
gelber Farbe absetzt. Sobald die Lésung blank erscheint, iiberzeugt man 
sich durch Zugabe von etwas Pyridinnitrat von der Vollstandigkeit der 
Fallung, saugt durch einen Filtertiegel ab, wascht mit 50 cem Waschfliissig- 
keit nach und wagt nach dem Trocknen bei 150 bis 160°. 


! Ch. G. Grosscup, J. Amer. Chem. Soc. 52, Il, 5154, 1980; R. Schwarz 
u. H. Giese, Ber. d. D. Chem. Ges. 68, IT, 2428, 1930. — * Vgl. den Vor- 
schlag von G. Vortmann, Zeitschr. f. analyt. Chem. 56, 484, 1917, der 
das Pyridinsalz der Phosphormolybdansaiure zur Bestimmung kleinster 
P,O;-Mengen empfiehlt. 
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An Lésungen sind erforderlich: 


1. eine 3°%ige wasserige von Ammonmolybdat, 


2. eine 50° ige wasserige von Ammonnitrat, 
3. eine gesittigte wasserige von Pyridinnitrat, 
4. Salpetersiure d 1,2, 


5. Waschfliissigkeit: 12g Ammonnitrat, 10cem Salpetersiure (1,2) 
und 0,5 g Pyridinnitrat in 250 cem Wasser. 


Die Fallung ist nur quantitativ, wenn die angegebene Ammonsalz- 
menge vorhanden ist. Ein Aufkochen der Lésung bei der Fallung ist zu 
vermeiden, da dann leicht eine Ausscheidung von Molybdansaure erfolgt. 

Bei der Berechnung des Germaniums aus der gewogenen Pyridin- 
verbindung fallen die Werte bei Verwendung des aus der angegebenen 
Formel errechneten Faktors 0,0326 merklich zu niedrig aus; sie werden 
erheblich besser, wenn statt dessen ein empirischer Faktor 0,0353 verwandt 
wird, der aus der Fallung bekannter Germaniummengen erhalten wurde. 
Tabelle VII zeigt die Ergebnisse einer Reihe von Bestimmungen an ein- 
gewogenen Germaniummengen unter Verwendung beider Faktoren. 


Tabelle VII. 


Germaniumbestimmung als Pyridin-Germanium-Molybdat. 





Germanium in Germanium 
Germanium Ba ors ol mg gefunden bei gefunden bei 
sowet | lattes | ort | | Sree | 
mg mg 0,0326 60,0353 
0,435 11,8 0,385 — 0,050 0,417 — 0,018 
0,838 23,8 0,776 — 0,062 0,840 + 0,002 
1,347 38,2 1,245 — 0,102 1,348 + 0,001 
1,802 50,2 1,647 - 0,155 1,783 — 0,019 
2.270 64,3 2,096 — 0,174 2,270 + 0,000 
5,637 160,7 5,239 — 0,398 5,672 + 0,035 
10,284 284,9 9,288 — 0,996 10,057 - 0,227 


Die Bestimmungsmethode ist auch auf das aus salzsaurer Lésung 
gefallte Sulfid anwendbar, wenn dieses in NH, und H,O, gelést und die 
eingedampfte bzw. mit HNO, neutralisierte Lésung verarbeitet wird. 

Das Verfahren ist fiir die Bestimmung des Germaniums in organischen 
Stoffen verwendbar, wenn die zu bestimmende Germaniummenge zwischen 
0,5 und 10mg liegt. Infolge des giinstigen Umrechnungsfaktors diirfte 
die Fallung als Pyridin-Molybdainverbindung trotz der Notwendigkeit 
der Verwendung eines empirischen Umrechnungsfaktors der Bestimmung 
als Sulfid iiberlegen sein. Zur Erprobung wurden 5 g Heu mit abgemessenen 
Mengen an Germaniumdioxydlésung versetzt, aufgeschlossen und der 
beschriebenen Destillation unterworfen (8.377). Das durch H,S im Destillat 
gefallte Sulfid wurde mit H,O, und NH, oxydiert und nach der ge- 
gebenen Vorschrift als Pyridin-Germaniummolybdat gefallt. Die durch 
Umrechnung mit dem empirischen Faktor 0,0353 gefundenen Germanium- 
werte decken sich hinreichend mit den angewandten Mengen, wie 
Tabelle VIII dartut. 











386 W. Geilmann u. K. Briinger. 


Tabelle VIII. 


Die gravimetrische Bestimmung von Germanium in 5¢ Heu. 





Zugesetzte Auswage an Germanium 
Germanium- Niedersehlag 
menge gefunden ; 
Fehler 
mg mg mg 
2 54,8 1,94 0,06 
2 54,4 1,92 0,08 
3 81,4 2,87 013 
5 138,0 4,87 — 0,13 
10 287,2 10,14 + 0,14 


Zusammenfassung. 

Zum Nachweis des Germaniums in organischen Stoffen wird ihre 
Zerstérung durch Salpeter-Schwefelsiure empfohlen, da die einfache 
Veraschung zu groBen Verlusten fiihrt. Das Germanium wird durch 
Destillation mit HCl] abgetrennt und im Destillate als Sulfid gefiallt. 
Der sichere Nachweis erfolgt spektralanalytisch in dem durch Schwefel- 
wasserstoff aus dem Destillate gefallten Sulfide. Zur quantitativen 
Bestimmung benutzt man, je nach der zu erwartenden Germanium- 
menge, die Spektralanalyse, die Kolorimetrie der auf Zusatz von 
Ammonmolybdat und Reduktionsmitteln erhaltenen blauen Lésungen 
oder, bei noch gréBeren Mengen, die gravimetrische Bestimmung 
als Pyridin-Germanium-Molybdat. 

Die genauen Arbeitsvorschriften fiir die einzelnen Bestimmungs- 
methoden werden gegeben; ihre Leistungsfihigkeit ist durch ent- 
sprechendes Zahlenmaterial belegt. 
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Uber die Aufnahme von Germanium durch Pflanzen. 
Von 
W. Geilmann und K, Briinger. 


(Aus dem Institut fiir anorgan. Chemie der Technischen Hochschule 
Hannover.) 


(Eingegangen am 22. November 1954.) 


Die gelegentlichen Mitteilungen tiber das Vorkommen von Ger- 
manium in der Asche tierischer und pflanzlicher Stoffe! und die Unter- 
suchungen von V. .V. Goldschmidt iiber das Vorkommen von Germanium 
in Kohlen und deren Aschen® lieBen Versuche iiber das Verhalten der 
Pflanzen zu germaniumhaltigen Béden erwiinscht erscheinen. Bereits 
1932 konnte gezeigt werden, daB Keimpflanzen von Gerste und Hafer 
befahigt sind, Germanium aus einem Sandboden aufzunehmen, wenn 
diesem Germaniumdioxyd zugesetzt ist *. 

Weiterhin ergab sich auch, daB geringe Germaniumgehalte nicht 
nur unschadlich, sondern sogar giinstig auf den Ernteertrag waren: 
groBere dagegen toxisch wirken und die Pflanze zum Absterben brachten. 
In allen Fallen wurden aber erhebliche Germaniummengen von der 
Pflanze aufgenommen, wie die folgende, hier nochmals angefiihrte 
Tabelle I zeigt. 


Tabelle 1. Germaniumaufnahme durch Keimpflanzen. 





Gerste Hafer 


Gena 


niumgehalt . Germmaniumgehalt . Germaniumgehalt 
im Boden Teockens img inder | Geerntete Sm jp am er 
kg substanz Trocken- ee substanz Coshen. Mae 
g substanz = g substanz a 
0 1,09 7 — 1,34 — — 
5.0 1,66 0.004 0,02—0,03 1,17 0,004 0,03 
10.0 1,30 0,010 0,07—0.08 0,87 0.008 0,07 
20,0 1.00 0,015 0.10 0.57 0.025 0,1—0.2 
50,9 0,72 0,025 0,15—0,12 0,33 0.05 0.3—0.4 
100.0 0,55 0,04—0,05 0,8 —0.5 0.27 0,10 0,5—0,8 


Durch das Entgegenkommen des Leiters der Landwirtschaftlichen 
Versuchsstation des Kalisyndikats G.m. b. H., des Herrn Dr. phil. 


' KBugéene Cornec, C. rv. d. Séances de Acad. d. Siences 168, 513, 1919; 

Ch. Zbinden, Le lait 9, 114—124, 1931. 2 VV. AM. Goldschmidt, Nachr. 

v. d. Ges. d. Wiss. zu Géttingen, Math.-phys. Kl. 19380, 8.398; V. 1. 

Goldschmidt u. Cl. Peters, ebenda 1933, S. 142-166; Dieselben, ebenda 

1933, S. 371— 386. 1 W. Geilmann ue K. Bringer, ehbenda 1932. 8S. 249 
253. 
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Fritz Alten, wurde es erméglicht, in einem Vegetationsversuch den 
KinfluB des Germaniums nicht nur im ersten Vegetationsstadium., 
sondern wahrend der gesamten Dauer zu verfolgen. 

Die Versuche wurden in dreifacher Ausfiihrung unter den fiir 
landwirtschaftliche Vegetationsversuche iiblichen Bedingungen in Sili- 
manitgefaBen mit 6 kg eines kiinstlichen Bodens durchgefiihrt, bestehend 
aus einem Gemisch von FluBsand passender Korngr6éBe mit 1°,, feinem 
Torfmull. Als Grunddiingung wurde pro GefaB gegeben: 1,5 g¢ K,O, 
0,8 ¢N, 0,8 g¢ P,O;, 30 g CaCOg, 1,0 g MgSO, . 7 H,0 und 0,1 g Fe(OH), 
in wasseriger Suspension. Eingefiihrt wurden Kali als K,8O,, Stickstoff 
als NH,NO, und Phosphorsaiure als CaHPO,.2H,O. Zur Differenz- 
diingung wurde reinstes Germaniumdioxyd benutzt und seine Menge 
so bemessen, daB auf 1 kg Boden 0,1, 0,5, 1,0, 5.0 und 10,0 mg GeO, 
kamen. Als Versuchspflanzen wurden Hafer, Senf und Buchweizen 
gewahlt. 

a) Versuch mit Hajer. Die Saat lief gleichmaBig auf allen Topfen auf 
und wurde auf zwélf Pflanzen pro Topf beschrankt. GréBere Unterschiede 
machten sich in der ersten Vegetationszeit nicht bemerkbar. Am 32. Tage 
zeigte sich auf den GefaBen mit 5 und 10 mg GeO, pro 1 kg Boden Schadigung 
an der helleren Blattfarbe. Die Rispenbildung am 60. Tage lieB deutliche 
Unterschiede erkennen. Sie erfolgte am schnellsten auf den Tépfen mit 
0,5 und Lmg GeO, pro tkg Boden; dagegen blieben etwas zuriick die 
GeQO,-freien GefaiBe und die mit 0,1 mg, waihrend die Verzégerung auf den 
GefiBen mit hohen Gaben an GeO, recht erheblich war. 





b) Versuch mit Buchweizen. Der Versuch wurde mit 15 Pflanzen 
durechgefiihrt. Irgendwelche Unterschiede lieBen sich wahrend der 35tagigen 
Vegetationsperiode im Aussehen und in der Entwicklung der einzelnen 
Versuchspflanzen nicht beobachten. 


c) Versuch mit Senf. Das gleiche gilt vom Senf. Auch hier lie8 sich 
im Pflanzenstand (20 Pflanzen pro Topf) keinerlei merklicher Unterschied 
feststellen. 

Bei der Ernte wurden die oberirdischen Teile fiir sich gesammelt, 
getrocknet und gewogen. Die Wurzeln wurden sorgfaltig ausgewaschen, 
die aus den drei zusammengehorigen GefaBen vereinigt und getrocknet. 
Eine direkte Bestimmung der Wurzelmasse war nicht mdglich, da die 


Tabelle II. Pro GefaB geerntete Trockensubstanz in g. 





Gefas Ge 0>- Hafer Buchweizen Senf 
refi Diingung 
mg pro lkg — Line gy atk ie ; ety Bee ered ich i aa 

Nr. Boden Pflanze Wurzel Pflanze Wurzel Ptlanze Wurzel 
0,0 815409 362 27+11 73 207+038 41 
2 0.1 82,7+04 | 28,1 29,2 + 0,9 6,5 19,7 + 0,9 6,8 
3 0.5 78,6 +0,5 | 33,2 28,2 + 1,1 8,0 20,7 + 0,9 5,7 
4 1,0 768+ 2,7 26,7 24,77+1,0 68 18,7: + 0;7 4,1 
5 5,0 765+08 286 242+04 54 19,0 + 0,4 4,0 
6 10.0 71.9+1,0 320 2%60+02 65 183+09 55 
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vertilzten Fasern reichlich Sand eimschlossen. Um einen angenaherten 
Wert zu bekommen, wurde ein Teil der zerkleinerten Masse verascht, 
der Sandgehalt der Asche bestimmt und in Abzug gebracht. Die so aus dem 
Gesamtgewicht ermittelte Durehschnittszahl fiir das einzelne CefaB ist 
in der vorhergehenden Erntetabelle eingetragen. 

Beim Hafer wirkt die kleinste Germaniummenge scheinbar etwas 
ertragssteigernd; gréBere Mengen dagegen sind einwandfrei wachstums- 
hemmend. Beim Buchweizen und Sent ist aus den Erntezahlen keinerlei 
sichere Einwirkung won Germanium festzustellen. 

Von besonderem Interesse ist die Ermittlung der Germanium- 
mengen, die von der Pflanze aufgenommen sind. Die Bestimmung 
erfolgte nach dem bereits geschilderten Verfahren! getrennt fiir Wurzel 
und oberirdische Pflanzenteile. Gleichzeitig wurde auch in besonderen 
Proben der Gehalt an ,,Reinasche’’ bestimmt, um den gefundenen 
Germaniumgehalt auf die aufgenommene Menge an Mineralstoffen 
beziehen zu kénnen. Die Ergebnisse dieser Untersuchungen geben die 
Tabellen III bis V wieder. Bei der Angabe des Germaniumgehalts der 
Asche ist dieser stets auf ,,Reinasche’* bezogen. Bei der Wurzelmasse 
ist selbstverstandlich ein kleiner Fehler vorhanden, der dadurch bedingt 
ist, daB durch den anhaftenden Boden etwas Germanium eingeschleppt 
ist. Wie eine Uberschlagsrechnung ergibt, ist die so eingeschleppte 
Menge auch bei dem Boden mit der héchsten Konzentration nicht so 
groB, daB sie das Bild merklich falschen wird. 


Tabelle II]. Germaniumaufnahme durch Hater. 





1 a. Ne T eken- 
aa PR thee ov ' Die Asche Aufgenommene Menge In °/») der 
ee “8 y enthielt in ° 9 an Germanium in mg vor- 
gehalt Germanium prolg ! handenen 


pro Gefab 


in mg Ptlanze Wurzel Pilanse Warzel Pflanze | Wurzel gesamt Menge 
0,0 0,0 0.0 0.0 ° 0,0 0,0 0.0 0.0 0,0 
0,42 2.5 44 0,0063 0,011 0,21 0,12 0,33 78.6 
2,08 12.0 7,0 0,030 0,025 0,94 0,23 1,17 56,2 
4.06 20,0 15,6 0,050 0,043 1,5 0,42 1,96 47,1 


20,8 94,0 70,6 0,235 0,220 7,19 2,02 9,21 44,3 
41.6 147,0 376,0 0,368 1,175 10,57 12,03 22,60 54,4 


Germanium wird sowohl in der oberirdischen Pflanzenmasse wie 
auch in der Wurzel merklich aufgespeichert. Die Aufnahme ist ab- 
hangig von der im Boden zur Verfiigung stehenden Menge. Die prozen- 
tualen Gehalte der Pflanzenasche an Germanium kénnen recht erheblich 
werden und bis auf 1°, steigen, auch wieder abhangig von der dispo- 


niblen Menge. Weiterhin zeigen diese prozentualen Gehalte in der 
Asche aber auch, daB die Wurzel nicht bevorzugt (abgesehen von der 


' W. Geilmann u. K. Briinger, diese Zeitschr. 275, 375, 1935. 
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héchsten Konzentration) Germanium aufnimmt. Aus sehr verdiinnten 
Bodenlésungen wurden iiber 75°, des Germaniums festgelegt. aus 
konzentrierten Lésungen rund 50°,. Das bedeutet eine erhebliche 


Speicherung in der Pflanze. 


Tabelle IV. Germaniumaufnahme durch Buchweizen. 





Die Trocken- 


verma- substanz enthielt Die Asche Aufgenommene Menge In %/, der 
amr im Gramm enthielt in ° 9 an Germanium in mg vor- 
geha “ds ‘ 
pro GefaB y Germanium handenen 
Shad, o~ SS ee Menge 


= oe Pilanze | Wurzel Ptlanze Wurzel Pilanze  Wurzel gesamt 


0,0 0.0 0.0 0.0 0,0 0,0 0,0 0,0 

0.42 6.4 13.8 0,004 0,019 0,19 0,09 0,28 66,7 

2.08 12,0 34.0 0,008 0,061 0,34 0,27 0,61 29,3 

4,06 16,1 58,5 0,012 0,101 0,40 0,41 0,81 20,0 
20,8 202 269.9 0,014 0,427 0,49 1,45 1,94 9,3 
41,6 33,8 570,0 0,025 0,950 0,88 3,71 4,59 11.0 


Auch beim Buechweizen erfolgt eine Germaniumaufnahme und zwar 
in Abhangigkeit von der verfiigbaren Menge. Wie ein Vergleich der Aschen- 
gehalte zeigt, wurde jedoch im Gegensatz zum Hafer Ge bevorzugt in der 
Wurzel gespeichert. Ob diese relativ hohen Mengen nun aufgenommen 
und innerhalb der Zellen festgelegt sind oder ob rein auBerlich chemische 
Vorgange irgendwelcher Art eine Abscheidung auf der Wurzel direkt aus 
der Bodenlésung bewirken, bleibt dahingestellt. 





Tabelle V. Germaniumaufnahme durch Senf. 
Germa- 1g Trocken- eee ee ‘ ee een 0 i 
nium- substanz enthielt ; ro he aig acta - ee In a der 
gehalt y Germanium ee ee te See ee A 
pro GefaB. ———— Pree es Oc na ; _ f+ pieapaaly 
in mg Pflanze Wurzel Pilanze | Wurzel Pflanze  Wurzel gesamt Meng 
0.0 _ , — on — — —_ 
0.42 4,1 8.8 0,003 0,013 0,08 0,06 0,14 $38.8 
2,08 10,1 19,2 0,09 0,027 0,21 O11 0,82 15,4 
4,06 13,5 52,3 0,007 0,078 0,25 0,21 0,46 11,3 
20,8 15,2 158 0,010 . 0,239 0,30 0.63 0,93 4.5 
41,6 Zo,¢ 313 0,013 0,429 0,42 1,72 2,14 5,1 


Senf nimmt ebenfalls Germanium auf, eine Speicherung erfolgt zweitellos 
in der Wurzel. 

Ein Vergleich der Fahigkeit zur Germaniumaufnahme bei den gepriiften 
drei Pflanzen zeigt, daB in erster Linie Hafer zur Aufnahme neigt, in be- 
deutend geringerem MaBe Buchweizen und noch weniger der Senf. Ganz 
allgemein steigt die Aufnahme mit der im Boden zur Verfiigung stehenden 
Menge an; im Vergleich zum oberirdischen Teil wird bei Buchweizen und 
Senf in der Wurzel bedeutend mehr niedergelegt. 


Aufnahme von Germanium dureh Gerste. 


Mit der schnell wiichsigen Gerste sollte die Frage nach dem Verhalten 
sehr hoher, toxisch wirkender Germaniummengen, und sehr kleiner, sicher 
harmloser Mengen gepriift werden. 
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Die Versuche wurden mit | kg Boden durchgefiihrt und erstreeckten 
sich nur auf den ersten Teil der Vegetationsperiode. Der Boden, ein sechwach 
humoser Heidesand, erhielt eine geringe Volldiingung mit samtlichen er 
forderlichen Nahrsalzen und einem Zusatz von GeQ,, steigend von 2,5 
auf 50mg pro Ilkg. Das Auflaufen der Gerste erfolgte auf samtlichen 
GefaBen gleichmaBig am 3. Tage: am 10. Tage standen die GefaBe mit 2.5 
und 5 mg GeO, bei weitem am besten, auch deutlich besser als das Ge-freie 
GetaB, waihrend sich die héheren Gaben bereits schadigend bemerkbar 
machten. Die Pflanzen blieben nicht nur in der GréBe zuriieck, sondern 
zeigten mit steigender Ge-Zunahme zunehmende gelbe Fleecken und welkes 
Aussehen. Die Ernte erfolgte am 26. Tage. Tabelle VI zeigt die Ergebnisse 
des Versuchs. 





Tabelle VI. Einwirkung hoher Germaniumgaben auf Gerste. 
Germa- Th. : : Aufgenommenes 
nium- : 1g Trocken Dic Gucteeniien 
gehalt Geerntete — substanz Asche 
pro Lkg Aussehen der Pilanzen lrocken- enthielt enthielt Gesamt- 0). des 
Boden substanz } Germa- ( Ger- menge vor 
nium mantum handene 
mg mg landenen 
Gleichmabig griin | 
0.0 Rea teiige 0.0 we od 
| Hohe 24 bis 28 em | l 
| Spitzen der 
1,74 Ptlanzen sind fleckig, | 8,1 20 0,014 0,162 93 
3.45 | etwas welk, | 8,1 52 0,037 0,421 12,2 
Hohe 22 bis 27 em 
| Farbe gelb-griin, } 
6,9 recht stark gelb-fleckig, | 4,7 149 0,100 0,658 9.5 
| Hohe 13 bis 18 em | 
| Farbe gelblich, sehr | 
13.9 tleckig und schwarze 38 388 0.274 1.455 10.5 
| Blattspitzen, | 
Hohe 11 bis 13 em 
| Voéllig welk und fleckig | 
34,7 mit schwarzem Rand 2,0 1045 0,746 2,090 6,2 


| und Spitzen, Hohe 8cm | 


Die in der ersten Vegetationszeit beobachtete Reizwirkung durch 
2,5 und 5mg GeO, im Boden, durch die ein deutlich besseres Wachstum 
der Gerste erzielt wurde, verschwand spiter gegeniiber der schadigenden 
Wirkung. Bei der Ernte machte sich ein zunehmender Abfall mit steigender 
Germaniummenge geltend, bedingt durch die toxische Wirkung, wie das 
Aussehen der Blatter bkeweist. Die Aufnahme am Germanium durch die 
Pflanze steigt mit zunehmendem Gehalt im Boden an und kann, vor allem 
im Aschegehalt zu recht erheblichen Konzentrationen fiihren. 


Im Gegensatz zu den in dieser Versuchsreihe benutzten hohen Ger- 
maniumkonzentrationen im Boden erwiesen sich geringe Germaniummengen 
bis zu 1 mg aufwarts auf das Aussehen der Pflanze und die erzeugte Menge 
als wirkungslos. 

Obwohl das Gewicht der erzeugten Pflanzenmasse sich als unabhangig 
vom Ge-Gehalt des Bodens erweist, wird mit zunehmendem Gehalt doch 
eine steigende Menge von der Pflanze aufgenommen. 
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Tabelle VII. EintluB kleiner Germaniumgaben auf Gerste. 





Aufgenommene Menge 


Germanium- Geerntete 1 g Trocken- Germanium- Germanium 
gehalt rrocken- substanz gehalt $$$ 
pro 1 kg Boden substanz centhielt in der Asche Basca6 in hs Mua 
mg g ‘ Of, a handenen 
0,035 8,0 6 0,004 18 50 
0,069 2,7 20 0,014 54 78 
0,17 24 33 0,023 79 47 
0,385 3,0 37 0,027 111 32 
0,52 2.8 48 0,034 134 265 
0,69 2,8 53 0,088 148 22 


Aufnahme von Germanium dureh Pflanzen aus Kohlenasche. 


Bisher konnte gezeigt werden, da Pflanzen dem Boden zugesetztes 
Germaniumdioxyd aufnehmen und daB bei Gehalten von 5. 107§°, GeO, 
noch 50°) in der Pflanze gespeichert werden. Nach den systematischen 
Untersuchungen von V..M. Goldschmidt enthalten die Aschen der Kohlen 
ja durchweg bedeutend héhere Gehalte an Germanium, und es war nunmehr 
von gewisser praktischer Bedeutung, festzustellen, ob die Pflanze auch aus 
der Kohlenasche Germanium aufnimmt. Die zur Verfiigung stehenden 
Aschen mit 0,0005 bzw. 0,001 °4 Germanium erwiesen sich, selbst in Mischung 
mit der gleichen Menge Gartenerde als ungeeignet zu Vegetationsversuchen. 
Die auf ihnen gezogenen Pflanzen krankelten und gingen bald ein; immerhin 
lieB sich zeigen, da die kiimmerlichen Pflainzchen von Gerste, Spinat 
und Senf Germanium aufgenommen hatten (etwa 0,010 mg pro 1 g). 

Ein geeigneteres Versuchsmaterial mufSten jedoch die Unkréauter 
der reichlich mit Kohlenaschen durchsetzten Schuttabladestellen der 
GroBstadt bilden. Wie die Tabelle VIII zeigt, lieBen sich in saémtlichen 
der auf und in der Nahe von Hausmiillabladeplatzen Hannovers gesammelten 
Pflanzen geringe Germaniummengen nachweisen. Die Gehalte sind freilich 
nicht groB, weil der Boden infolge der stattgefundenen starken Durch- 
setzung der Aschen mit allen médglichen anderen Stoffen germaniumarm 
geworden ist. 

Die Tatsache, daB trotzdem ganz allgemein in sémtlichen Pflanzen 
der Halde Germanium auftritt, la4Bt vermuten, daB alle auf ahnlichen 
Unterlagen gewachsenen Pflanzen Germanium enthalten und da, infolge 
der recht weitgehenden Verteilung und Zerstreuung der Kohlenaschen 
um die GroSstadte, vor allem im Industriegebiet, Germanium recht hiufig 
in Pflanzenaschen auftreten wird. 

Im Gegensatz zu den auf aschenhaltigem Boden gewachsenen Pflanzen 
lieB sich in den mitten aus der Feldmark entnommenen Proben keinerlei 
Germanium nachweisen. So ergab die Priifung von 5 g trockener Pflanzen- 
masse der nachfolgend verzeichneten Arten keinerlei Andeutung fiir die 
Anwesenheit von Germanium: 

1. Melde — Atriplex patulum. 2. Ackerwinde — Convolvulus arvensis. 
3. Hederich Raphanistrum lampsana. 4. Schafgarbe Achilea mille- 
folium. 5. Beinwell Symphytum peregrinum. 6. Wucherblume Cry- 
santhemum leucanthemum. 7. BeifuB Artemisia vulgaris. 8. Goldrute 

Solidago canadensis. 9. Wegerich Plantago media. 10. AlpenmaB - 


lieb Bellidiastrum Michelii. 
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Tabelle VIII. Germaniumgehalt der Flora der Miillabladeplatze. 





In d¢g 
Ptlanze Fundstelle Trocken- 
substanz sind 
y Germanium 

ne ae ie et Halde 3 
‘ ‘ s 2 
aD be erie ae : ane 50m neben der Halde 3 
et aie et ae ea eck et ce 6 : } 50 , i = a 3 

Rainfarn, Tanacetum vulgare. . : Halde 3—4 
Rainkohl, Lampsana comunis . . . - 2 
Klette, Lappa officinalis . 2 
Kamille, Matricaria inodora. 2 
Huflattich, Tussilago farfara : . 2 

Diestel, Cirsium arvense . .. . vs 7 1—2 
Melde, Atriplex patulum . . . oy ‘ 2 
FeldbeifuB, Artemisia campestris . . . J 2 
Teufelszwirn, Lycium rhombifolium . . - 2 
Knéterich, Polygonum aviculare. . . . ‘ 2 
Brombeere, Rubus plicatus . . . ; - 2 
Hollunder, Sambucus nigra... . . . ‘i 2 
NN ere eit OG ah ign idee cma ; 100m neben der Halde 3 

Rainfarn, Tanacetum vulgare... . . 150 ,, M ie . 3—4 

Pappelblatter, Populus nigra . . . .. 150,  , oo ® 1—2 


Andeutungsweise wurde Germanium in drei, einem Wegrande ent- 
nommenen Proben gefunden: Vogelmiere, Stellaria media, Poa pratensis, 
Rainfarn. Ob hier eine zufallige Germaniumzufuhr durch Kohlenasche 
vom Wege aus erfolgte, lieB sich nicht feststellen. 


Aufnahme von Germanium durch versehiedene Pflanzenfamilien. 


Ein besonderes Interesse hat noch die Frage, ob die Germanium- 
aufnahme in erster Linie von der Konzentration der zur Verfiigung stehenden 
Menge oder bei gleicher Konzentration auch von der Pflanzenart abhangig 
ist. Zur Klarung wurden Vegetationsversuche mit 1 kg humosem Heidesand 
durchgefiihrt, dem 0,5, 5 und 10 mg Germaniumdioxyd neben einer Voll- 
diingung zugesetzt waren. Das Ergebnis zeigt die Tabelle IX. 


Tabelle IX. Aufnahme von Germanium durch verschiedene 
Pfianzenfamilien. 





1 g trockene Pflanzenmasse enthielt bei: 


Pflanze Familie V5mgGe0, Omg GeO, 10mg Ge. 
im Boden im Boden im Boden 
/ ‘ ‘ 
ae ree Gramineen 11 51 119 
emotes. a - 2-3 10—12 30—35 
2 ek eee Papilionaceen 4—5 15 25 
MOWING a we - 6—S8 28 34 
Serradelia...i:.. ae 6 17 24—25 
Spinat ..... .. | Chenopodiaceen 7 16—17 23.—25 
ot ee ee Cruciferen 6—8 10—15 15—20 
Sporgel . . . . . . . | Caryophyllaceen 8 12—13 16—18 
Wasserlinsen. . . . Lemnaceen 90 160 300 
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Der Versuch mit Wasserlinsen wurde in ftlachen Glasschalen mit 4 kg 
Leitungswasser angesetzt. Ausgesét wurden je Schale 100 Pflanzen, die sich 
im Laufe von 60 Tagen iippig vermehrt und die Oberfliche ganz bedeckt 
hatten. Sie wurden abgefischt und mit Wasser tiichtig abgewaschen, ehe 
sie getrocknet wurden. 

Das Aufnahmevermogen der verschiedenen Pflanzengruppen ist, 
abgesehen von Hafer und Wasserlinsen, nicht sehr verschieden.  Hafer 
nimmt jedoch bedeutend mehr Germanium auf. Ob bei den Wasserlinsen 
die starke Aufnahme allein dureh die Pflanzenzellen erfolgt, oder ob aus 
der Wasserlésung nicht auch eine Abscheidung auf der Oberflache durch 
andere Vorgange chemischer oder kolloidchemischer Art erfolgt, kann 
nicht mit Sicherheit gesagt werden. 


Aufnahme von Germanium dureh Aspergillus niger. 


Um ein Beispiel fiir die Einwirkung von Germanium auf niedere Pflanzen 
antiihren zu kénnen, wurde ein Kulturversuch mit Aspergillus niger in 
germaniumhaltiger Nahrl6sung durchgefiihrt. Als Nahrlésung diente 
eine Auflésung von 0,3g Harnstoff, 0,15g primarem Kaliumphosphat, 0,7 g 
krist. Magnesiumsulfat, 0,5 g Seignettesalz und 10 g¢ Rohrzucker in 100 cem 
Leitungswasser. Nach Zusatz von Germaniumdioxyd wurden die Lésungen 
sterilisiert und nach Aussaat der Pilzsporen unter Optimalbedingungen 
5 Tage bis zur Sporenbildung bebriitet.  Irgendwelche Unterschiede in der 
Entwicklung der Pilzmasse lieBen sich bei den Kolben mit verschiedenen 
Germaniumgehalten nicht feststellen. Zur Analyse wurde die Pilzmasse 
zerzupft und unter flieBendem Wasser zuerst griindlich gespiilt. © An- 
schlieBend wurde sie fiinfmal mit je 1 Liter destilliertem Wasser gewaschen ; 
eine spektrographische Priifung des letzten Waschwassers ergab, daS dieses 
frei von Germanium war, alle anhaftende Lésung mute demnach fort- 
gewaschen sein. 

Die gewaschene Mycelmasse wurde dann getrocknet, ihr Gewicht 
bestimmt und auf ihren Germaniumgehalt untersucht. Das Ergebnis 
des Versuchs gibt die Tabelle X wieder. 


Tabelle X. 


EinfluB von Germaniumdioxyd auf Aspergillus niger. 





Von der Pilzmasse 


Germaniumgehs Germaniumgehalt geese e ag 
der Nahridsung || Geerntete der Pilzmasse Germaniesamenge 
ee OS ee Mycel- a es y 3 : 
my pro 0 is aa = oa mg a = 
100 eem g pro 1g in der Asche handenen 
0,0 0.0 0.9 0,0 0,0 0.0 
0,10 1; 20°* 0,014 0,922 0,024 24,0 
0,25 2,5.10-4 0,049 0,077 0,108 43,0 
0,59 5.104 0,071 0,111 0,116 24,0 
1,00 1.10°3 0,215 0,336 0,385 38,5 
2,50 2,5 ..10 0,610 0,953 1,13 45,2 
5,0 Oe ig 0,94 1,167 1,98 39,6 
10,0 Tapes 0,99 1,23 1,86 18,6 
25,0 2,0: 10-% 1,31 2,05 2,92 11,7 
50,0 5.10" 1,93 3,02 4,57 9,1 
100,0 1.10-! 2,35 3,67 4,93 49 


























Aufnahme von Germanium durch Pflanzen. 395 


Die geerntete Pilzmenge ist praktisch konstant. Selbst in einer 0,1 °oigen 
Lésung von Germanium macht sich keinerlei toxische Wirkung geltend. 
Auffallig ist die auBerordentlich groBe Menge an Germanium, die von dem 
Pilze ohne Schadigung aufgenommen wird und die zu Gehalten bis zu 
3,7 % Germanium in der Asche fiihrt. Dahingestellt bleibt freilich, ob alles 
Germanium in der Pilzzelle gespeichert bzw. festgelegt ist oder ob eine 
Ausscheidung auf der Faser durch irgendwelche rein chemische oder .Ad- 
sorptionsvorgainge stattgefunden hat. 


Zusammenfassung. 

Durch Vegetationsversuche konnte gezeigt werden, daB Pflanzen 
Germanium aufnehmen, wenn es im Boden in léslicher Form zur Ver- 
fiigung steht. 

Geringe Mengen Germanium wirken kaum bzw. im ersten Wachstums- 
stadium stimulierend auf die Pflanze ein, gréBere Gehalte wirken stets 
stark toxisch. 

Aspergillus niger speichert Germanium sehr stark und ist un- 
empfindlich gegen héhere Germaniumkonzentration in der Nahrlésung. 


Herrn Prof. Biltz sei fiir sein der Arbeit entgegengebrachtes Interesse 
und die Bereitstellung der nétigen Mittel und Herrn Dr. phil. F. Alten 
fiir seine Unterstiitzung bei der Ausfiihrung der Vegetationsversuche 
gedankt. 
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Beitrag zur Kenntnis 
der im Tiefseeschlamm stattfindenden biochemischen Prozesse. 
(Zur Frage der Erdélbildung. 
Von 
T. Ginsburg- Karagitsehewa und K. Rodionowa!. 


(Aus dem Mikrobiologischen Laboratorium des Petroleum-Ceologischen 
Forschungsinstituts in Moskau.) 


(Eingegangen am 26. November 1934.) 


Die Entdeckung einer lebenden Mikroflora in den Tiefen der Erdél- 
lagerstatten? sowie das Studium der von dieser Mikroflora verursachten 
biochemischen Prozesse im Laboratorium, legten den Gedanken nahe, 
daB die Mikroorganismen sich an den Prozessen der Erdélbildung aktiv 
beteiligen. Die von den Geologen* vertretene Ansicht der analogen 
Kntstehungsweise der Erdéllagerstatten des Nord-Kaukasus und der 
gegenwartigen Ablagerungen am Boden des Schwarzen Meeres, eines 
von Schwefelwasserstoffgérung betroffenen Gewassers, veranlaBte uns, 
nicht nur die Mikroflora der Erdélvorkommen der UdSSR., sondern 
auch die Mikroflora des Tiefseeschlammes des Schwarzen Meeres 
niher zu studieren. Der Zweck unserer Untersuchungen war somit. 
eine eventuelle Ahnlichkeit der Mikroflora primarer Erdélvorkommen 
mit derjenigen rezenter Ablagerungen in von Schwefelwasserstoffgaérung 
betroffenen Gewassern festzustellen. 

Wahrend der Expedition 1932 wurden von 7. Ginsburg-Karagit 
schewa und N. Garkina an fiinf Stellen des Schwarzen Meeres Proben 
des Bodenschlammes genommen. Die Koordinaten der Stationen mit 
kurzer Beschreibung der Proben sind in Tabelle I zusammengestellt. 

Proben fiir mikrobiologische Untersuchungen wurden auf dem Schiff 
unmittelbar aus dem Probenstecher entnommen. Der Schlamm wurde 
in Form eines zihen, grauen, lehmartigen Zylinders erhalten, der 
stellenweise von schwarzen Flecken oder Schichtungen durchsetzt 
war. Die einzelnen Schlammproben wurden mit einem sterilen Messer 
in Stiicke geschnitten und von der éuBeren Schicht befreit. Hiernach 
wurde mit einem anderen ebenfalls sterilen Messer der innere Teil der 


' Der chemische Teil der Arbeit wurde unter der Leitung von Prot. 


N. Prjanischnikow ausgefiihrt. 2 Ginsburg-Karagitschewa, Adserbaid- 
janskoe Neftjanoe Chosjaistwo (russ.) 6—7, 1926; 3, 1927; Basten, Bull. 
Amer. Assoc. Petrol. Geol. 12, 1926. — *Ginsburg-Karagitschewa, Bull. Amer. 


Assoc. Petrol. Geol. No. 1, 1933; ,,Mikrobiologische Skizzen** (russ.). Moskau 
1932; N. Prjanischnikow, Inform. Bull. d. Petroleum-Geolog. Forschungsinst. 
1933 (russ.). ' 4. D. Archangelsky, Die Bedingungen der Erdé! 
bildung im Nord-Kaukasus (russ.). Moskau 1927. 
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Tabelle IL. 





Station . Tiefe Beschreibung von 
Nr. mere Aang m Schlammproben 
1 449 96,3’ 33° 11.6’ 260 Fester grauer Schlamm mit 
Schalenresten 
2 44 229 33 13.5 1300 Fester grauer dunkler Ton 
3 44 20,1 32 592 1920 Zihtliissiger Schlamm 
4 44 223 32 51.0 1861 Dunkelgrauer ziher Schlamm, 


nach unten fest und = ge- 
schichtet 
5 44 28.4 32 51.4 177 Grauer ziiher Schlamm 


Schlammrollen herausgeschnitten und in einer weithalsigen Flasche 
mit eingeschliffenem Stopfen untergebracht. Aus verschiedenen Teilen 
der Schlammrollen wurden gesonderte Proben genommen. 

Gleichzeitig mit der Probenahme wurden Abstriche auf die folgenden 
elektiven Nahrbéden gemacht: 

1. Fir Mikroben, die Sulfate zu Schwefelwasserstoff reduzieren 
(Nahrboden von van Delden mit einem Zusatz von 3°,, Natriumchlorid). 

2. Fiir Mikroben, die Eiweif unter Entwicklung brennbarer Gase 
zersetzen (derselbe Nahrboden, mit einem Zusatz von 1°, Pepton). 

3. Fir Mikroben, die einen anaeroben Zerfall der Cellulose ver- 
ursachen. 

4. Fir Mikroben, die Fette spalten. 

Die Kulturen wurden in Flaschen von 100 cem Inhalt geziichtet, 
die vollstandig mit dem betreffenden Nahrboden gefiillt und hermetisch 
verschlossen wurden. In diesem Zustande wurde das gesammelte 
Material nach Moskau gebracht, wo Ende 1932 mit der Untersuchung 
begonnen wurde. 

Beim Studium der Mikroflora miissen auch die Stoffe, die dieser 
Mikroflora als Nahrboden dienen, sowie die als Endprodukte der von 
den Mikroorganismen hervorgerufenen Prozesse entstehenden Sub- 
stanzen beriicksichtigt werden. Aus diesem Grunde untersuchten wir 
die organischen Bestandteile der Schlamme insbesondere auf einen 
Gehalt an bituminésen Stoffen, deren Anreicherung im Zusammenhang 
mit den primaren, zur Erdélbildung fiihrenden Prozessen stehen kénnte!, 

Die von uns gewonnenen Schlammproben gehéren ihren Eigen- 
schaften nach offenbar in die Gruppe des ,,grauen Schlammes* bzw. 


1 Uber das Vorkommen bituminéser Stoffe in den Bodenablagerungen 
des Schwarzen Meeres berichtet A. D. Archangelsky (Neftjanoe Chosjaistwo 
14, 791, 1929), da6B er an infolge von Erdrutschen entstandenen Spalten 
(Station 313, Breite 44° 35,1’, Lange 35° 4,7’, Tiefe 920m) das Auftreten 
eines gelben, vollkommen klaren éligen Stoffes beobachtet hat; andererseits 
konnte er eine farblose, vaselinartige Substanz feststellen. Beide Substanzen 
waren leicht in Ather léslich, eine genauere Untersuchung konnte wegen 
geringer Substanzmenge nicht stattfinden. 


te 
~ 
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(Stationen 1, 2 und 5) in die des Kalkschlammes!. Die unteren Schichten 
der Schlammproben der Stationen 3 und 4 waren etwas dunkler gefarbt 
und besaBen einen héheren Gehalt an organischen Substanzen, wahrend 
der Carbonatgehalt geringer war. Der Gehalt an Calciumcarbonat 
(aus dem Gehalt an CO, berechnet) und an aus organischen Substanzen 
stammendem Kohlenstoff (nasse Verbrennung) der von uns unter- 
suchten Schlamme ist in Tabelle Il zusammengestellt. 


Tabelle II. 





Probe CaO, Kohlenstoff 

Station 1, Gesamtprobe ........2.2.../ 24,5 0,81 
- 2, vs Pet Ne ag eit,” Rel 25,7 0,77 

a 2, untere Schicht . eh A Ree Rel eS Wg 0,54 

% 3, mittlere , Waar mom nig? ¥. hear 12,3 2,24 

a 8, untere x Os eae eee Sone Lange, 9,1 4,21 

‘ 4, obere a Pirate ' ie Sais 19,9 2,2 

e 4, mittlere und untere Schicht. . ... . 9,8 4,29 

a [MR INOURIOMNE Ug 5. sce apts). die oR 31,8 0,85 

5, untere_,, eT Serta ig ON ee: 19,1 0,48 


Einer naiheren chemischen Untersuchung wurden die an organischer 
Substanz reichen Proben der Stationen 3 und 4 unterzogen. Die Schlamm- 
proben wurden bei 35° getrocknet, verrieben und mit Benzol extrahiert. 
Ein Teil der Proben wurde mit Ather extrahiert. Die Extrakte zeigten 
griine Farbung, die offenbar von Chlorophyll herriihrte. Nach dem Ver- 
dampfen des Lésungsmittels hinterblieb eine wachsartige, dunkelgefarbte 
Masse, die eigenartigen bituminésen Geruch aufwies. Die auf gleiche Weise 
verarbeiteten Schlammproben der Stationen 1, 2 und 5 lieferten einen 
hellgelben Auszug, der nach dem Verdampfen des Lésungsmittels einen 
unbedeutenden Riickstand hinterlieB, welcher gréBtenteils aus elementarem 
Schwefel bestand. 

Die Ergebnisse der Untersuchung der Schlammproben der Stationen 3 
und 4 sind in Tabelle LI] zusammengestellt. 


Leider konnten wir wegen unzureichender Menge an Ausgangs- 
material keine ausfiihrlicheren Untersuchungen anstellen, trotzdem 
gestatten die erhaltenen Resultate einige Schliisse. Zundchst muB der 
relativ hohe Gehalt an mit Benzol baw. Ather extrahierbaren organischen 
Substanzen hervorgehoben werden, der in den von uns untersuchten 
Proben bis zu 10 %, des Gesamtgehalts an organischer Substanz ausmacht. 
Der Gehalt an in Ather léslichen organischen Substanzen betrug in den 
von T'rask, Hammar und Wu? untersuchten Seeablagerungen 1,8°,, fiir 
jiingere Schlamme, wahrend derselbe in alteren Ablagerungen bis zu 
4° anstieg. Offenbar sind am Boden des Schwarzen Meeres besonders 


1 4A. D. Archangelsky, Bull. Soc. d. Natural. Moskau, Sér. Géolog. 35, 
199, 1927; 86, 77, 1928. — 2 Parker D. Trask, H. E. Hammar u. C. Wu, 
Origin and erwiroment of Source Sediments of petroleum 1932, 8. 173. 
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giinstige Bedingungen fiir die An- i a ( 
reicherung bituminéser Stoffe vor- gs S lS 
handen; der geringe Sauerstoffgeha!t 
laBt vermuten, daB es sich hierbei 2 een tal 
. > o¥ aid ~ 15 
vorwiegend um Kohlenwasserstoffe £5 ps ne prt! 
= m= 
handelt. Cs 
Die mikrobiologische Unter- i= mak BF 
—c ¢ ont = 
suchung der gesammelten Proben aN AR 2a 
hatte zum Hauptzweck, die An- —— 
wesenheit von in anaeroben Ver- 3 i | ~ 
o . . = | nN 
haltnissen fettspaltenden und Fett- S = 
siuren abbauenden Mikroben fest- eas 
. . . ra 1s 
zustellen und diese in Reinkultur 524% +R nN 
is ag me Esse ‘SS a 
zu ziichten. Gleichzeitig sollten S7=¢ 
andere Gruppen von Mikroben fest- 
gestellt werden, die fiir die Flora uO g3 7 m9 
- ° _ . ra — as 
der von Schwefelwasserstoffgarung as & 
betroffenen Gewasser charakteri- l 
° ° a > Hid ,e 
stisch sind. | © pa S 
Mi | — ~ 
Das Ergebnis dieser Unter- = cee a ane 
; i ndes: die P > 4 | Q2oOew _~ HO 
suchungen ist folgendes: die Proben 2} e|*) sao 8 oo 
2 . ’ . : — - | on cate = 
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sulfatreduzierende Mikroben (Mikro- ei<|_| 2585 4 &&% 
, = * one 4 
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Es ist aber zu erwahnen, daB der fiir te AS os ror 
g . A | ~ [we [~ ~ (~ 
die Reduktion der Sulfate charak- - 
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Kisensulfid in den ersten Kulturen, 2s PY —) SS 
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Umimpfen auf frische Sulfatnahr- > do 5 
. : sg & 
béden nach van Delden trat inten- 3 2 
P . . a ° a 
sive Reduktion des Sulfats unter <5 be 2 
ai ‘ aR SS o= 5 ad 
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schlags von Eisensulfid ein. Die 2 EGS 2 
tm} s SEE 2 
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1 B. Issatschenko, C. r. de ’ Acad. S838 23 
d. Sciences 178, 1924. S25 Sx 
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suchung der relativen Reduktionsgeschwindigkeit von Calcium-, Mag- 
nesium- und Natriumsulfat. Diese Versuchsergebnisse werden an an- 
derer Stelle ver6ffentlicht. 

Die Versuche, die mit dem peptonhaltigen Nahrboden von van Delden 
angestellt wurden und den Zweck hatten, solehe Mikroben anzureichern. 
die KiweiB unter Entwicklung brennbarer Gase abbauen,  lieferten 
folgende Ergebnisse : 

Station 1. Der Nahrboden war vollkommen durchsichtig, wahrend der 
Schlamm eine schwarze Farbung angenommen hatte (Reduktion der Sulfate). 
Der den Eiweifzerfall begleitende charakteristische Geruch war kaum 
feststellbar. Geringe Anreicherung von morphologisch  gleichartigen 
Kulturen: stark gekriimmten, langen Stabchen, die an einem Ende eine 
Spore tragen. 

Station 2. Gleiches Ergebnis wie oben, jedoch besteht die Kultur aus 
einer geringen Anzahl diinner Stabchen. 

Station 5. Der Nahrboden war sehr triibe, was auf die Anwesenheit 
einer groBen Anzahl stark beweglicher Mikroben hinweist. Starker Geruch 
nach Schwefelwasserstoff und Mercaptanen deutet auf den Zerfall von 
EiweiBstoffen. Starke Anreicherung an aéuBerst diinnen und langen, stark 
gekriimmten Stabchen, die an einem Ende mit einer kleinen Spore ver- 
sehen sind; vereinzelt treten gréBere ovale Stabchen auf. Die Mischkultur 
verursacht einen von intensiver Gasentwicklung begleiteten EiweiBzerfall. 

Station 4. Gleiches Ergebnis wie im Falle der Station 3, jedoch morpho- 
logisch unterschieden: verhaltnismaBig starke, lange Stabchen; intensiver 
EiweiBzerfall. 

Station 5. Der Nahrboden ist vollkommen klar, fauliger Geruch ist 
kaum wahrnehmbar. Sehr wenig Mikroben, vorwiegend aber diinne Stab- 
chen, die Eiwei8 unter Gasentwicklung spalten. 

Bei der Verwendung von mineralischem Nahrboden mit einem 
Zusatz von Cellulose (breiartig zerkleinertes Filtrierpapier) zwecks 
Anreicherung von anaerob Cellulose spaltenden Mikroben, wurden 
etwas abweichende Resultate erhalten. Alle fiinf Kulturen wiesen 
starkeh Geruch nach Schwefelwasserstoff auf. der zugesetzte Schlamm 
war tiefschwarz geworden (Eisensulfid). 

Eine starke Gasentwicklung bewies, daB der Zellstoff stark an- 
gegriffen wurde ; am heftigsten verlief die Girung mit dem von Station 5 
gewonnenen Schlamm. Die ersten Impfungen ergaben eine ebenso 
uneinheitliche Kultur, wie auf dem Nahrboden von van Delden mit 
Peptonzusatz. 

Samtliche Schlammproben enthielten Mikroben, die unter anaeroben 
Bedingungen Glucose zu Buttersiure, Essigsiure, Milchsiure, Athyl- 
alkohol und gasférmigen Produkten abbauen. Unter den gasférmigen 
Produkten wurden Kohlensaure und Wasserstoff nachgewiesen. AuBer- 
dem konnten Mikroben festgestellt werden, die niedere Fettsauren 
unter Entwicklung brennbarer Gase vergaren. Besonders lebhaft verlief 
die Garung des Schlammes der Stationen 3 und 4. Ein Vergleich dieser 
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Versuchsergebnisse zeigt, daB ein gewisser Unterschied in dem Charakter 
der Mikroflora der einzelnen Stationen besteht, sowonl in der Intensitat 
der von ihr ausgelésten biochemischen Prozesse, als auch rein morpho- 
logisch. 

Am meisten interessierte uns, wie schon hervorgehoben, die anaerobe 
Fettspaltung, wobei folgende Fragen beantwortet werden sollten: 

1. Kommen im Tiefseeschlamm Mikroben vor, die eine anaerobe 
Fettspaltung verursachen ? 

2. Welche Abhangigkeit besteht zwischen der Art der Spaltung 
der Fette und héheren Fettsauren und der diese Veranderungen ver- 
ursachenden Mikroflora sowie den fiir diese verwendeten Nahrbéden / 

Wir verwendeten einen Nahrboden, der aus Mineralsalzlésungen 
nach Omeljansky! bestand. In einigen Fallen setzten wir als stickstoff- 
haltiges Nahrmittel 05° 
Grundquelle der Kohlenstoffernahrung, in manchen Versuchen die 


» Pepton oder 0,3°,, Asparagin hinzu. Die 
einzige Quelle fiir die Kohlenstoffernahrung, bildeten Fette oder héhere 
Fettsauren (Olsiure, Stearinsaure). Als Fett verwendeten wir Delphin- 
tran, sogenanntes Delphinél und handelsiibliches Pflanzenél (aus den 
Samen der Sonnenblumen). Die Versuche wurden in Flaschen von 
', Liter Inhalt ausgefiihrt. Die Flaschen wurden vollstaindig mit der 
Nahrflissigkeit gefiillt und mit einem Korkstopfen verschlossen, der 
fest abgebunden wurde*. Zur Kontrolle wurde gleichzeitig eine Flasche 
mit derselben Nahrfliissigkeit, jedoch ungeimpft, aufgestellt. Samtliche 
Flaschen wurden im Laufe mehrerer Monate im Brutschrank bei 40 
bis 45° belassen. Die ersten Versuche an Bord des Schiffes in Flaschen 
von 100 cem Inhalt, mit einem Zusatz von Delphin6él vorgenommen, 
lieferten folgende Resultate: 

Station 1, Der Schlamm nahm schwarze Farbung an, die Fettschicht 
war von der unteren Seite mit einem Anflug von Eisensulfid bedeckt, auch 
CGasentwicklung wurde festgestellt. 

Station 2. Schlamm grau, Fett zahfliissig. 

Station 3. Schlamm stellenweise geschwarzt, das Fett sehr triibe, von 
Gasblasen durchsetzt. 

Station 4. Im Schlamm Anreicherung von Eisensulfid, das Fett sehr 
triibe. Gasentwicklung. 


Station 5. Schlamm grau. das Fett auBerlich unverandert. 


' Destilliertes Wasser 1000,0 cem, K,HPO, Ig, (NH,),HPO, | 
MgSO, 0,5 g, NaCl 30,0 g, CaCO, 10g), FeCl, 3 Tropfen. 2 Die E 
fahrung lehrte, daB~ eingeschliffene Glasstopfen durch den Gasdruck 
herausgeschleudert werden. Bindet man diese ab, so werden unter 
Umstianden die Flaschen gesprengt, wahrend Korkstopfen den Gasen 
einen langsamen, aber stetigen Abzug gewaihren. Eine Verunreinigung der 
Kulturen findet hierbei nicht statt. 


uo 
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Diese Vorversuche zeigten, daB unter dem EinfluB der Mikroflora 
der Schlammproben der ersten vier Stationen vornehmlich Reduktions- 
prozesse stattfinden, wobei das Fett auBerlich stark verandert wird. 
Die hierbei gewonnenen Kulturen dienten fiir die weitere Impfung auf 
verschiedenen Nahrbéden mit genau gemessenen Mengen an Fetten 
und Fettséuren. Die aus dem Schlamm der Station 4 gewonnene 
Kultur wurde zunachst naher untersucht, da diese im Vorversuch das 
Fett am starksten veranderte. 


Im folgenden sind die Ergebnisse, die mit einer Mischkultur sowie 
mit zwei Reinkulturen erhalten wurden, angefiihrt. 


Aussaat A. 26. Oktober 1932. Mineralischer Nahrboden mit einem 
Zusatz von 0,5% Pepton und 15 cem Delphinél. Die Kultur wurde mit 
einer sterilen Pipette der ersten Aussaat von Station 4 entnommen. Die 
Garung wurde von starker Gasentwicklung begleitet. Der Niederschlag 
in der Flasche war schwarz gefarbt, das Fett war von einem Anflug von 
Eisensulfid bedeckt, zahfliissig und erhartete mit der Zeit. Die Masse 
zerfiel in mehrere groBe Stiicke, von denen ein Teil sich zu Boden setzte. 
Nach dem Offnen der Flasche konnte starker Schwefelwasserstoffgeruch 
wahrgenommen werden. Am 16. August 1933 wurde mit der chemischen 
Untersuchung des Inhaltes begonnen. 


Aussaat B. 5. Dezember 1932. Mineralischer Nahrboden mit 20 cem 
Pflanzenél. Geimpft wurde mit einer Mischkultur, erhalten aus den unteren 
und mittleren Schlammproben der Station 3. Wahrend der Garung verfarbte 
sich der Schlamm sowie die Kreide schwarz, das 0] verwandelte sich in 
feste Brocken, die mit der Zeit ebenfalls schwarz wurden. Starke Gas- 
entwicklung. Nach dem Offnen der Flasche starker Geruch nach Schwefel- 
wasserstoff. Bei diesem Versuch haben wir einen Fall vor uns, in dem eine 
intensive Reduktion der Sulfate ausschlieBlich auf Kosten des Pflanzendéls 
stattgefunden hatte. Am 7. August 1933 wurde mit der chemischen Unter- 
suchung begonnen. 


Aussaat zweier Reinkulturen; die aus Aussaat B gewonnenen Rein- 
kulturen Wurden auf mineralischen Nahrboden mit 10 cem Pflanzen6l 
und 0,3°, Pepton geimpft. In beiden Flaschen war nach sechsmonat- 
lichem Stehen im Brutschrank die Olschicht verschwunden. Am Boden 
der Flaschen waren feste Brocken des veranderten Oles entstanden. 
Die Garung war von starker Gasentwicklung begleitet. Ahnliche 
Resultate wurden auch in anderen Versuchen erhalten, die mit Pflanzené| 
oder Delphin6] ausgefiihrt wurden. 


Die Ergebnisse der chemischen Untersuchung des veranderten Oles 
sind in Tabelle IV zusammengestellt. 


Fiir die Analyse wurden die nach der Garung tbriggebliebenen 
Fette und freien Fettsdéuren mit Ather extrahiert, sodann durch Salz- 
sdurezusatz die vorhandenen Fettsaduresalze zersetzt und die nun frei 
gewordenen Sauren mit Ather extrahiert. 
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liefseeschlamm stattfindende biochemische Prozesse. 
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Beschreibung der Mikroben. 


Kultur 1. Stabchen mit abgerundeten Enden, 2 bis 5 yu lang, 1,5 bis 


1.34 breit. Sporen bilden sich an den Enden (Trommelschlegelform ). 
Lassen sich nach Gram ftarben. Beweglich. Verursachen eine langsame 


Zersetzung von Gelatine. Zucker wird nicht vergoren (keine Gas- 
entwicklung).  Zersetzt KNO, in der Nahrfliissigkeit nach Giltay, nicht 
aber in Bouillon. 

Kultur 2. Morphologisch an Kultur 1 erinnernd. Lange der Stabchen 
2 bis 12 u. Vergart Glucose unter Gasentwicklung, baut Gelatine ab. 
Labt sich nach Gram farben. Sehwach beweglich. Zersetzt KNO, sowohl 
in der Nahrfliissigkeit nach Giltay als in Bouillon. Beide Mikroben fakultativ 
anaerob. 

Zusammenfassung. 

1. In der organischen Substanz des Tiefseeschlammes aus dem 
Schwarzen Meer wurde das Vorhandensein bituminéser Stoffe kohlen- 
wasserstoffartiger Natur festgestellt, deren Gesamtmenge bis zu LO°, 
der organischen Substanzen ausmacht (aus dem Kohlenstoffgehalt 
berechnet). 

2. Ablagerungen aus gréBeren Tiefen und héheren Alters sind an 
organischer Substanz reich, ebenso an bitumindsen Stoffen. 

3. Im Schlamm konnte eine verschiedenartige Mikroflora fest- 
gestellt werden, die Sulfate reduziert, Cellulose, Fette und Eiweib 
abbaut. 

4. Fettspaltende Mikroben wurden in Reinkultur isoliert und 
naher untersucht. 

5. Es wurde festgestellt, daBS diese Mikroben Fette und Fettsdéuren 
chemisch weitgehend verindern. Ganz besonders charakteristisch ist 
die Verkleinerung der Jodzahl und die Erhéhung des Gehalts an Un- 
verseifbarem. 

6. Die biochemischen Prozesse, die durch die Mikroben der Tiefsee- 
schlamme des Schwarzen Meeres verursacht werden, erinnern lebhaft 
an diejenigen Reaktionen, die durch die Mikroben der Erdélvorkommen 
des Nordkaukasus sowie anderer Erdé6lvorkommen der UdSSR. hervor- 
gerufen werden und lassen somit eine nahe Verwandtschaft dieser 


Mikroben vermuten. 











Kinflub einzelner mineralischer Elemente des Nihrmediums auf 
die Siurebildung bei Aspergillus niger. 
Von 
WI. S. Butkewitsech und A. G. Timofeewa. 


(Aus dem biochemischen Laboratorium des Forschungsinstituts der Lebens 


mittelchemie in Moskau.) 


(Einyeganyen am 11. November 1934.) 


Die Frage der mineralischen Ernahrung der niederen Pflanzen 
ist vielfach studiert worden. Die ersten grundlegenden Arbeiten tiber 
dieses Gebiet stammen von Pasteur! und Raulin?. Die dann folgenden 
Untersuchungen behandeln hauptsachlich den EinfluB verschiedenet 
Elemente auf die Entwicklung, wahrend ihrer Bedeutung fiir den 
Stoffwechsel keine Aufmerksamkeit gewidmet wurde. Besonders 
die Vorginge bei der Saurebildung durch Pilze sind von diesem Gesichts- 
punkt aus nur wenig erforscht, obwohl diese Prozesse in anderer Hinsicht 
vielfach bearbeitet worden. sind. 

Gegenstand der Untersuchung war bisher hauptsdchlich der Einfluss 
der mineralischen Stickstoffquellen auf das Vermégen zur Saurebildung. 
So wurde die Frage der Anhaufung von Oxalsaure in dieser Hinsicht von 
Wehmer® austfiithrlich untersucht, dessen Ergebnisse durch Butkewitsch * 
und Pitter® noch erweitert und erganzt werden konnten °. 

In bezug auf Citronensaéure wurde durch eine ganze Reihe von Beob 
achtungen? festgestellt, daB ihre Anhaufung durch relativen Mangel an 
Stickstoff bei hohem Zuckergehalt gef6rdert wird und nach Ersehépfung 
der Stickstoffquelle in besonders intensiver Weise verliuft. 

Was die Art der Stickstoffquelle betrifft, so miissen Ammoniumnitrat 
nach Currie® und Bernhauer® und Natriumnitrat nach Porges'® als die 
fiir die Citronensiureanhaufung passendsten Stickstoffquellen anerkannt 
werden. 

Vonden anderen Elementen wurden dem Zink und dem Eisen hinsichtlich 
ihres Einflusses auf die Saurebildung die gr6Bte Aufmerksamkeit gewidmet. 


' Pasteur, C. rv. 46, 635, 1858. * Raulin, Ann. se. nat. Bot. (5) Uf, 
93, 1869. 3 Wehmer, Bot. Ztg. 49, 233. 1891. 1 Butkewitsch, Jahrb. t. 
wiss. Bot. 38, 147, 1903. 5 G. Ritter, Materialien zur Physiologie der 
Schimmelpilze 1916 (russ.). 6 Uber Verbrauch von Ammoniumsalzen als 
N-Quelle und Anséiuerung der Nahrlésung vgl. W.S. und W. W. But- 
kewitsch, diese Zeitschr. 204, 303, 1929: Merius u. Engel, Planta, Arch. f. 
wiss. Bot. 9, 1, 1929; Tamiya, Acta phytochim. 3, 5, 1927; 4. 77, 1928; 
Sakamura, Planta, Arch. f. wiss. Bot. 11, 756, 1980. —- 7 Mazé u. Perrier, 
Ann. Inst. Pasteur 18, 553, 1904; Mazé, ebenda 28, 830, 1909; Buchner u. 
Wiistenfeld, diese Zeitschr. 17, 395, 1912; Herzog u. Polozky, Zeitsehr. f. 
physiol. Chem. 59, 125, 1909; Currie, J. of biol. Chem. 381, 15, 1917: 
Butkewitsch, diese Zeitschr. 136, 224, 1923; Bernhauer, ebenda 172, 324, 
1926. § Currie, |. c. ® Bernhauer, diese Zeitsechr. 197, 287, 1928. 
10 Porges, Amer. J. Bot. 19, 559, 1932. 
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Den EinfluB dieser Elemente erértern Currie!, Molliard*, Porges® u.a. 
Die Resultate dieser Versuche sind aber nicht ausreichend gesichert, da 
einerseits selbst ganz geringe Mengen von wesentlicher Bedeutung fiir die 
Entwicklung des Pilzes und die Eigenschaften seines Mycels sein kénnen, 
andererseits aber die Entfernung solcher Spuren aus den Substraten 
schwierig ist. Es hat den Anschein, da8 Zink und Eisen im allgemeinen 
einen wesentlichen Einflu8 auf die Aktivitaét der Pilzdecke haben, wahrend 
ihre unmittelbare Wirkung die Anhaufung der Sauren beeintrachtigt ‘. 

Was alle iibrigen Mineralelemente des Naihrbodens betrifft, wie Phosphor, 
Kalium, Magnesium und Schwefel, so haben wir nur sehr spérliche Angaben 
iiber ihre Rolle beim Stoffwechsel der Pilze. Currie®> hat versucht, ihren 
EinfluB auf die Séurebildung bei Pilzen aufzuklaren, jedoch mu8B dieser 
Versuch als nicht gelungen betrachtet werden, da mit nicht geniigend 
hohen Konzentrationen der Zuckerlésungen gearbeitet wurde. 

Von anderen Arbeiten auf diesem Gebiet seien nur die von Molliard 
und die sich ihrem Wesen nach an diese anschlieBende Arbeit von Kardo- 
Syssojeva erwahnt. 

Molliard® zeigte, daB Aspergillus niger hauptsachlich Gluconsiure 
anhauft, wenn statt der tiblichen eine 25fach verdiinntere Nahrlésung 
zur Kultur verwendet wird. Werden bei einem solchen Versuch die stickstoff- 
haltigen Salze von der Konzentrationsverminderung ausgenommen, so 
haufen sich hauptsachlich Citronen- und Oxalséiure an. Ahnliche Beob- 
achtungen stammen von Kardo-Syssojewa’, die bei ihren Versuchen noch 
eine 20°%ige Zuckerlésung unter die Pilzdecke gab und auBerdem noch 
Calciumearbonat zusetzte, dessen giinstiger EinfluB auf die Anhaufung 
von Gluconséure bereits von Butkewitsch® und Bernhauer® gezeigt worden 
war. Ansatze zu einer gesonderten Betrachtung des Einflusses der Verminde- 
rung einzelner Elemente in den Nahrlésungen finden sich bisher nur_ bei 
Molliard?. Von diesem wurde gezeigt, daB eine relative Abnahme des 
Stickstoffgehaltes in der Nahrlésung die Bildung von Citronensaéure férdert. 
Bei Abnahme der Phosphormenge bilden sich vorwiegend Citronen- und 
Oxalsaéure, und eine Verringerung der Kaliummenge begiinstigt die An- 
haufung von Oxalsaure. 

Es war das Ziel der vorliegenden Arbeit, den EinfluB von P, K, 
Mg, S_ und teilweise auch von N auf das Vermégen zur Saurebildung 
durch Aspergillus niger zu erforschen. Prinzipiell gingen wir so vor, 
daB die Pilze in Nahrbéden mit hoher Zuckerkonzentration bei relativer 
Verminderung des Gehalts an dem gerade interessierenden Element 
gezogen wurden. 

Es ware auch méglich gewesen, vorher gewachsene Pilzdecken auf 
Zuckerlésungen zu bringen, die gerade die betreffenden Elemente enthalten. 
Die Untersuchung soleher Lésungen erschien uns jedoch nicht vorteilhaft, 


! Currie, |. ce. — *® Molliard, C.r. 187, 417, 1929. — * Porges, Amer. 
J. Bot. 19, 559, 1932. — 4 Butkewitsch u. Barinowa, Schriften d. biochem. 
Forschungsinst. d. Nahrungsmittelindustrie 2, 163, 1932 (russ.). Bern- 
hauer, diese Zeitschr. 197, 287, 1928. — °° Currie, 1. ec. 6 Molliard, 
C.r. 178, 41, 161, 1924. Vgl. auch Bernhauer, diese Zeitschr. 172, 324, 
1926. — 7? Kardo-Syssojeva, diese Zeitschr. 256, 337, 1933. — ° Butke- 
witsch, ebenda 154, 177, 1924. ® Bernhauer, ebenda 172, 313, 1926. 
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da hierbei die Beachtung des Alters der Decken notwendig ist', was die 
Verhaltnisse unnétig kompliziert. 

Das Studium des Einflusses von Stickstoff bildete nur ein Nebenziel 
dieser Arbeit, da die betreffenden Verhaltnisse bereits ausreichend 
geklart sind. Es erschien dennoch zweckmaBig, mit unserer Methodik 
Versuche mit vermindertem N-Gehalt bei relativem UberschuB der 
anderen Elemente anzustellen, und die Ergebnisse mit denen auf andere 
Weise erhaltenen zu vergleichen. 


Versuchsanstellung und Methodik. 

Als Hauptquelle des Stickstoffs diente bei unseren Versuchen das 
Ammoniumnitrat, welches bekanntlich nur in verhaltnismaBig kleinen 
Mengen in den Nahrboden fiir Pilzkultivierung eingefiihrt werden darf. 
Die betreffenden Versuchsreihen wurden daher unter Bedingungen 
eines gemaBigten und geringen Stickstoffgehalts der Nahrlésungen 
durchgefihrt. 

Der EinfluB eines jeden Elementes wurde einzeln durch Variieren 
seines Gehalts im Nahrboden. untersucht, bei einem UberschuB der 
iibrigen Elemente, mit Ausnahme von Stickstoff. Im Vergleich zu 
der Menge des zu untersuchenden Elements war die Menge des Stickstoffs, 
je nach der Variation, einmal iiberschiissig, ein andermal aber mangel- 
haft. Jeder Versuch mit dem gegebenen Element wurde unter Be- 
dingungen durchgefiihrt, wo in manchen Fallen der Mangel an Stickstoff 
und in anderen der Mangel an dem untersuchten Element oder an diesen 
beiden Elementen zugleich den die Entwicklung der Pilzdecke be- 
grenzenden Faktor bildete. 


Der bei unseren Versuchen angewandte volle Grundnahrboden hatte 
die tolgende Zusammensetzung: 


WENO We. cee ete ae (ORG: Chae OS) 

KH,PO, .....+.+». 01% (P.O, = 0,05%, K,O = 0,035.%) 
MgSO,.7H,O ..... 0,05% 

Zn8O,.7H,O. . . . . . 0,005% 

POC wt we ew 0 5 OO 

Saccharose ...... . 20% 


Bei der Herstellung der verschiedenen absichtlich ,,mangelhaften* 
Nahrlésungen wurde so verfahren, daB die Menge des gerade fehlenden 
Elementes durch aquivalente Zugabe eines anderen Salzes bis zu dem 
Gehalt der Grundlésung erginzt wurde. Eine Verminderung der Kationen 
K’ und Mg” wurde durch Zugabe der entsprechenden Na-Salze ausgeglichen, 
wahrend die Anionen PO{’ und SO{ durch die Chloride der betreffenden 
Metalle ersetzt wurden. 

Die Versuche wurden mit dem Stamm La von Aspergillus niger durch- 
gefiihrt, der sich durch eine stark ausgepragte Neigung zur Anhaufung der 
Citronenséiure auszeichnete. Nur in einem Falle wurde zugleich auch ein 


' Vel. hierzu Butkewitsch u. Barinowa, |. ¢. 
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anderer Stamm VII gepriift, in welechem die Neigung zur Anhaufung der 
Sauren viel weniger zum Vorschein kam. 

120 cem ftassende HLrlenmeyer-Kolben wurden fiir die Kulturen ange- 
wandt; fiir jede Kultur wurden je 50 cem Nahrboden genommen, der eine 
etwa 2em hohe Schicht bildete. Alle Versuche wurden im Thermostaten 
hei 29 bis 30°C ausgefiihrt. 

Jeder Versuch hatte zwei Serien von Kulturen, wobei in jeder Serie 
jede Variante aus zwei Parallelkulturen bestand. Die erste Serie wurde 
nach 8 Tagen, die zweite nach 14 Tagen herausgenommen. 

Die herausgenommenen Kulturen wurden sofort im Kochschen Apparat 
durch kurzes Erwarmen getétet. Die von der Pilzdecke abgegossene Fliissig- 
keit wurde mit dem Waschwasser der Decke zusammen auf ein bestimmtes 
Volumen gebracht und filtriert. Es wurden daraus bestimmte Portionen 
zur Analyse genommen. Die Pilzdecke jeder Kultur wurde nach dem 
Versuch bei 80° getrocknet und gewogen. 

In der Kulturfliissigkeit wurde folgendes bestimmt: 1. Die Menge des 
unverbraucht gebliebenen Zuckers nach Bertrand; 2. die Gesamtaziditat 
durch Titrieren mit n/10 Alkalilésung gegen Phenolphthalein; 3. die Oxal-, 
Citronen- und Gluconsaéure nach Butkewitsch '. 

In den Tabellen sieht man die Mitteldaten der Analyse von zwei 
Parallelkulturen. 

In einigen Versuchen wurde auch Asparagin als Stickstoffquelle 
der Nahrlésung zugesetzt. Seine Menge war dann hinsichtlich des 
N-Gehalts derjenigen des Ammonnitrats aquivalent. 


Versuche mit verschiedenen Stickstoffmengen. 

In diesen Versuchsreihen wurden Ammonnitrat und Asparagin als 
N-Lieferanten gebraucht. Bei ersterem variierte der N-Gehalt der Nahr- 
lésungen von 0,1 bis 0,017°5, entsprechend 0,3 bis 0,059, NH,NO,, bei 
letzterem von 0,1 bis 0,05°%, entsprechend 0,56 bis 0,28 Asparagin. 

Die Versuchsergebnisse sind m Tabelle I zusammengefaBbt. 

Aus Tabelle I ist ersichtlich, daB die Abnahme des Stickstoff- 
gehalts und die damit verbundene Hemmung der Entwicklung der 
Pilzdecke bis zu einer bestimmten Grenze von einer gesteigerten An- 
haufung der Citronensaure begleitet wird. Die maximale Anhaufung, 
welche am 14. Tage 10°, iibertrifft, bei einer Ausbeute aus Zucker 
von 60 bis 65°,, wird beim Stickstoffgehalt von 0,05 bis 0,035 ° erreicht. 
Bei weiterer Abnahme der Stickstoffmenge hauft sich die Saure in der 
Kultur in kleineren Mengen an, was wohl mit der EKinschrankung der 
Mycelentwicklung in Zusammenhang steht. Hinsichtlich der Fahigkeit 
zur Saurebildung, auf die Gewichtseinheit des Mycels bezogen, ist zu 
sagen, daB sie sich auch bei 0,017 °,, Stickstoff gar nicht vermindert. Im 
Vergleich zu der Kultur, die auf einem Nahrboden mit 0,05 °% Stickstoff 
aufgezogen wurde, verringerte sich das Gewicht der Pilzdecke in dieser 
Kultur um das Vierfache, wahrend die Anhaéufung der Citronenséure 


! Butkewitsch, diese Zeitschr. 131, 327, 1922; 154, 177, 1924. 
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Tabelle 1. Die Kulturen mit verschiedenen Stickstoffmengen. als 
Ammoniumnitrat oder Asparagin, bei tiblichem Gehalt cde 
ibrigen Elemente. Stamm la. 








Nahrlisung Kultur. | Zucker, | Aziditit, Citronensiiure * Pena suet sess 
‘ dauer ov der | cem n/10 pars | 
N- Rene, ee —_ Ge. das ° hw bie x 

(Quelle My Rend “a osung au eem Losung gee n 0/) der Losung ; 
01 8 3.52 81.4 4,70 28,5 0,05 2,53 1,42 
’ | 14 0.05 96.3 5,90 29,5 0 2,34 1,64 
‘ 0.07 =! 5 3,72 99,1 5.87 36.0 0.02 1.11 1.13 
> . \ 14 0.88 105,0 691 36,1 0.03 1,08 1,29 
A 0.05 | S 7.68 98.8 6,58 53,4 0.02 O87 O80 
mn a | 14 3.55 157,5 10,78 64,7 () 0,66 0.73 
Z1oo3 | 8 724 1197 792 62.0 0,01 1,24 0,58 
Jigs 14 be 153,9 10.27 62,7 0,01 1,37 OSs 
0.017 | 8 5, if 40,1 243 49,0 0,06 O80 . 0,22 
: | 14 + 17 66.4 4,43 64.0 0,04 0,44 0,20 
ral { 8 5.51 595 2,89 20,0 0,06 1,51 1,58 
e | | 14 1.59 $3,2 5,18 28,0 0,03 1,66 1,70 
Ss | ¢ 0.05 | 8 8.45 94.5 5,98, 51,8 0,07 1,59 | 0,75 
= | 14 4,57 127.5 8.29 53.7 0 1,76 0,95 

* CgHy(OH (COOH), . HO. ** (COOH). + C,Hy(OHCOOH Dasselbe auch 


in den weiter folgenden Tabellen. 


nur um das 2,5fache kleiner war. Ihre Ausbeute aus Zucker betragt 
auch hier 50 bis 60°, 

Die Anhadufung der Glukon- und insbesondere der Oxalsdure 
bleibt bei abnehmendem Stickstoffgehalt unbedeutend: es werden 
freilich einige Schwankungen beobachtet, doch fehlt dabei jegliche 
RegelmaBigkeit. Die Versuche mit Asparagin haben im Bereiche der 
untersuchten Stickstoffvariationen (0,1 bis 0,05°,) im = allgemeinen 
dieselben Resultate geliefert wie jene mit Ammoniumnitrat, nur ist 
hier die Anhaéufung der Citronensaure nicht so grok. 


Versuche mit verschicdenen Phosphormengen., 

Auch in diesem Falle wurden zwei Versuchsreihen angestellt; bei der 
einen wurde Ammoniumnitrat als Stickstoffquelle angewandt, bei der 
anderen Asparagin. Der Gehalt an P,O, wurde von der iiblichen, 0,05 °, 
betragenden Menge, bis zu 0,01°, und in einem Falle sogar bis zu 0,005 °,, 
variiert. Diese Varianten wurden bei zwei verschiedenen Stichatefidonen 

0,1 und 0,05 °%, gepruft. 

Die Resultate sind in Tabelle If zusammengebracht. 

Unabhangig von den variierten Stickstoffdosen ergibt die Ab- 
nahme des P,O;-Gehalts bis zu 0,01°, eine merkbare Steigerung der 
Citronenséureanhaufung, bei gleichzeitiger Steigerung ihrer Ausbeute 
aus dem Zucker. Die Vergleichung der Variante mit 0,05°, N 

0,05°%, P,O;, wo die Entwicklung der Pilzdecke durch Stickstoff- 
mangel eingeschrankt wird, mit der Variante mit 0,05°, N ~— 0,01°, 
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Tabelle Il. Die Kulturen mit verschiedenen Phosphormengen bei 

O1- und 0,05%, Stickstoffgehalt, als Ammoniumnitrat oder 

Asparagin, und bei tiblichem Gehalt der itibrigen Elemente. 
Stamm Ia. 








is Gehalt der ve ‘1 xal- Glucon- bo 
Sq Nabnisane'an anor Zacher, ntnns | SUMMNNNMOE stare shore 2 
ic dauer ,/0 Ge sauge oceania 45 
58. N aa Kultur- 0 o Vom ver- . SS 

ia * Bp: ‘ rs me lésung aoe My Ted yoy 9}, der Lisung & 
0.05 8 3,52 81,4 4,70 28,5 0,05 | 2,53 1,42 

sh 14 0,05 96,3 5,90 30,1 0 2.34 | 1,64 

0.1 0.02 j 8 4,86 111.6 7,02 46,1 0,02 | 2,14 1,24 

: “ \) 14 0,38  108,5 6,92 35,3 0,02 | 1,75 = 1,46 

. 0.01 | 8 7,51 100,0 5,89 47,1 0,02 | 3,02 = 0,98 
# F \| 14 4,12 133.8 8,57 54,0 0,01 | 2,08 0,97 
& 0,05 | 8 8,74 79,9 4,99 44,3 0,09 | 1,24 0,60 
= oe 6,08 111,8 7,35 53,0 0,08 | 0,99 0,65 
‘3 | 8 9,82 67,2 4,09 40,2 0,13 1,14 0,55 
= | 9,05), 0,02 |) 14 6.77 10113 658 49.7 007 | 1.10 0,68 

Fe 0.01 | 8 9,72 90,7 6,01 58,4 0 0,94 0,38 
< ‘ 1) 14 6,27 | 127,9 8,64 62,9 0,01 | 0,84 0,48 
0.05 { 8 7,68 98,8 6,58 53,4 0,02 | 0.87 0,80 

0.05 om A 644 3,33 | 157,5 || 10,78 64,7 0 | 0,66 = 0,73 

= 0.005 | 8 13,11 42,9 2,77 40,2 0 0,62 = 0,51 

. \; 14 9,01 106.7 7,29 66,3 0 0,51 0,39 

0.05 re. 5,51 50,5 2,89 20,0 0,06 1,51 1,58 

, 14 1,50 83,2 5,18 28,0 0,03 | 1,66 1,70 

0.1 0,02 | 8 5,89 91,1 6,03 42,7 0,01 | 0,93 | 1,30 

? = eae 1,59 97,4 6,23 33,8 0,04 | 1,46 1,47 

= 0.01 | 8 8,14 89,2 5,70 48,1 0,01 | 1,47 0,99 
2 4 \ 14 4,32 1389.4 9,16 58,4 0,05 1,42 1,02 
4, 0.05 | 8 8,45 94,5 5,98 51,7 0,07 1,59 0,75 
a“ . (| 14 4,57 | 127,5 8,29 53,7 0 1,76 0,95 
0.05) 0.02 { 8 9,05 87,5 5,75 52,5 0,04 0,86 0,60 

95) 0,02 | 44 443 1236 © 810 -520—s«006- «1.24 0,86 

0.01 | 8 10,06 89,8 5,96 60,0 0,01 0,86 0,54 

. { 14 4.98 1463 955 63,6 0 1,94 0,67 








P,O;, wo die Grenze der Entwicklung der Decke durch den Phosphor- 
siuremangel bestimmt wird, zeigt, daB im letzteren Fall trotz des um 
das 1,5fache verringerten Gewichts der Pilzdecke die Anhaufung der 
Citronensdure und ihre Ausbeute aus Zucker bedeutend gréBer sind 
als im ersteren. Hieraus folgt, daB die Bildung und Anhaufung der 
Citronenséure bei Mangel des Mediums an Phosphor nicht schwacher, 
sondern vielleicht sogar erfolgreicher vonstatten geht als bei Stick- 
stoffmangel. Dieses Ergebnis ist von gewisser praktischer Bedeutung 
hinsichtlich der Ausnutzung bei der Citronenséureproduktion aus 
Substraten, die zwar reich an Stickstoff, jedoch arm an Phosphorsaure 
sind, zu denen z. B. die Zuckerriibenmelasse gehdért. 
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Bei Abnahme der P,O,;-Menge bis zu 0,005 °, verringert sich bereits 
die Anhéufung der Citronenséure um ein Betrachtliches, was mit der 
geschwachten und verlangsamten Entwicklung der Pilzdecke zusammen- 
haingt; doch auch in diesem Fall beobachtet man dieselbe reichliche 
Ausbeute der Saure aus Zucker (66°,) und eine hohe relative Aktivitat 
der Pilzdecke hinsichtlich des Saéurebildungsvermégens. 


Auch in diesem Fall entsprechen die Resultate mit Asparagin 
volkommen den mit Ammoniumnitrat erhaltenen, wobei sich die 
Anhaufung der Citronenséure in beiden Fallen bei entsprechenden 
Kombinationen durch gleiche Werte ausdriickt. 


Die Veranderungen des Phosphorséuregehalts blieben ohne merk- 
lichen EinfluB auf die Anhéufung von Glucon- und Oxalséure. Uberhaupt 
sind die vorhandenen Mengen dieser Séuren, besonders der Oxalsaure, 
nur gering. Nur in Kulturen mit gesteigertem Gehalt an Ammonium- 
nitrat wurde die Gluconséure in gréBeren Mengen festgestellt 1}. 


Versuche mit verschiedenen Kaliummengen. 

Bei diesen Versuchen wurde das Ammoniumnitrat in einer Konzentra- 
tion (0,059 N), Asparagin in zwei Konzentrationen angewandt (0,1 und 
0,05 % N); in allen Fallen wurden zwei Kaliumdosen untersucht, die iibliche 
mit 0,035 K,O und die verringerte mit 0,0035% K,O. 

In der Versuchsreihe mit Ammoniumnitrat wurde auBer dem Stamm Ia 
noch der Stamm VII gepriift, der sich durch eine schwach ausgepragte 
Fahigkeit zur Anhaufung von Citronensdiure auszeichnet. 

Analysendaten siehe ‘Tabelle ILI. 

Die Abnahme des Gehalts der Nahrlésung an Kalium hat, im Gegen- 
satz zu den Resultaten der vorhergegangenen Versuche mit Stickstoff 
und Phosphor, eine starke Abnahme der Citronenséureanhaufung 
zur Folge. Mit Verringerung der Kaliummenge bei einer noch betracht- 
lichen Entwicklung des Mycels wurde die Menge der Citronenséure 
um mehreremal kleiner, in manchen Fallen verschwand sie sogar fast 
ganzlich. Bei Versuchen mit Asparagin wurde dies besonders deutlich 
in dem Fall beobachtet, wo ein gesteigerter Stickstoffgehalt vorhanden 
war, d. h. also, wo Kaliummangel in relativ hohem AusmaB herrschte. 
Hieraus kann man den SchluB ziehen, daB Kalium eine wesentliche 

tolle im ProzeB8 der Bildung und der Anhéufung der Citronensaure 
spielt. 

Oxalséure reagiert auf die Anderung des Kaliumgehalts in direkt 
entgegengesetzter Weise als die Citronensdure. Die Anhaufung der 


' Zum SchluB des Versuchs wurde keine Salpeterséiure in der Kultur- 
fliissigkeit nachgewiesen. 
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Tabelle II. Die Kulturen mit verschiedenen Kaliummengen bei 

0.05% Stickstoff als Ammoniumnitrat oder bei 0,1 und 0,05% 

Stickstoff als Asparagin und beim tiblichen Gehalt der wbrigen 
Elemente. Stamme Ia und VII. 





Oxal- Glucon- 
siure | séure 


Gehalt der 


Citronensiure 
Niahrlisung an ne 


0/9 vom ver- 
brauchten ©’) der Lisung 
Zucker 


0/, der 


© pel oe 
- & Lésung 





Stamme 
N-Quelle 
Zucker 
Kulturlésung 
Decken- 
gewicht in g 





re 0.035 (| 8| 7,68 98,8 6,58 53,4 0,02 0,87 | 0,80 
tale all me | 14) 3,83) 157.5 10,78 64,7 = 0 0,66 0,78 
als ” 0.0085 | 8 | 11,99, 36,1 |) 2,08 26,0 0,10 0,79 | 0,52 

E 99) 14, 8.09 80,5 4,383 364 0,05 0,53 0,51 

= 0.035 | .8 13,84 21,6 1,14 18,5 0 1,02 0,59 
vu | oe M99 1/14/1317) 25,2) 1,44/ 21,1 (0,11 0,89 10,53 

E ” |lo oog5{ 8/1517, 81 004 08 0 0,99 | 0,38 

< WMP) 14.1 14,82} 10,2 0,10 19 0,380 1,06 0,31 

oog, | 8 551 50,5 2,89 20,0 0,06 1,51 | 1,58 
{9,935 | 44 1550) 882 «518 280 0.03 166 1.70 

aii ax| 8 10,00 123 0,08 08 0,04 1,96 | 0,80 
ate | 0,0085| 44/3781 206 06 40 010. 1177 | 1.08 
a & 

= 003 | 8 845 945 598 518 0,07 1,59 0,75 

a aust m | 14] 4,57) 127,56 8,29; 53,7 | 0 1,76 0,95 

*” 10,0085 | 8 12,93) 40,8 1,94 274 021 1,63 0,49 
19999) 14 899) 588 233 20,0 0,14 3,89 | 0,72 








Oxalsiure bei abnehmender Kaliummenge wiachst, trotz der Ver- 
ringerung des Mycelgewichts, merklich an.  Dieselben Verhaltnisse 
sehen wir in gewissem AusmaB auch bei der Gluconsaure, be- 
sonders wenn man deren Anhaufung auf die Gewichtseinheit des 
Mycels berechnet. 

Die Versuche sowohl mit dem einen als auch mit dem anderen 
Stamm haben ganz analoge Resultate hinsichtlich aller erwahnten 
Verhaltnisse ergeben. Unsere Daten tiber Verhalten der Oxalsaure- 
bildung zum Kaliumgehalt stimmen mit jenen von Molliard vollkommen 
iiberein. 

Unsere Versuche mit Kalium zeigen somit, daB es bei einem be- 
stimmten Gehalt dieses Elementes méglich ist, die Anhaufung der 
Citronensaéure zu férdern, die Anhaufung von Oxalséure und Glucon- 
siure jedoch herabzusetzen. 


Versuche mit verschiedenen Magnesinnumengen. 


Bei diesen Versuchen wurde als Stickstoffquelle ausschlieBlich Ammo- 
niumnitrat in einer Menge von 0,15, d. h. 0,05% N, angewandt. Magne- 
sium wurde in drei Dosen untersucht. 


¥ . r : . a hl T 
Uber die Belege und Zahlen hierzu siehe Tabelle IV. 
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Tabelle IV. Die Kulturen mit verschiedenen Magnesiummengen 
bei 0,05% Stickstoff als Ammoniumnitrat und beim tblichen 
Gehalt der itibrigen Elemente. Stamm la. 





Gehalt der Oxal- Glucon 


N MgS O,.7aq. _— Kultur- —_ 0/, der 1 Deen S basol ! euncs 
lisung 10cem |\Lésung| °F8"* hten o der Losung 
05 0/5 Tage - Zucker g 
005. 8 6,84 89,8 5,67 43.1 0 1,71 0,90 
' \ 14 2,87 1123 7,37 43.0 0.05 1.14 1,01 
m 0.01 j 8 5,75 91,7 5,94 41,7 0 1,34 0,84 
0,05 ? | 14 196 119.4 7,92 43,9 0,02 1,138 1,92 
0.001 | S 15,59 5,1 0,04 0,9 0 0,88 0.32 
‘ | 14 14,56 6,0 0,04 0.8 0 1,07 0.43 
0 keine Entwicklung 


Die erhaltenen Angaben zeigen, daB die Verringerung des iiblichen 
Magnesiumgehalts um das Fiinffache (bis 0,01°, MgSO,.7 H,O) 
ohne jeglichen Einflu®B auf die Anhaufung der Citronenséure bleibt 
(5,67 bis 7,37 und 5,94 bis 7,92): auch bei der Entwicklung der Pilz- 
decke hat sich kein EinfluB gezeigt, d. h. dab bei dieser verkleinerten 
Magnesiumdosis der Stickstoffmangel den die Pilzentwicklung  be- 
grenzenden Faktor vorstellt. Bei einer weiteren Abnahme des Magnesium- 
gehalts uber die Grenze, wo der Mangel daran schon den die Entwicklung 
hemmenden Faktor bildet, nimmt die Anhaufung der Citronenséure 
schroff ab, wobei diese Abnahme um das Vielfache die Abnahme des 
Mycelgewichts iibertrifft. Wir sehen somit, daB mit dem Mangel an 
Magnesium eine deutlich ausgepragte Verringerung der relativen 
Aktivitat der Pilzdecke in bezug auf die Saurebildung verbunden ist, 
die sich auch in einer bedeutenden Abnahme des Zuckerverbrauchs 
kundgibt, was mit der Verkleinerung des Mycelgewichts nicht im Ein- 
klang steht. 


Die Anhaéufung der Glucon- und der Oxalséure blieb in allen 
Fallen unbedeutend, die Schwankungen des Magnesiumgehalts haben 
darauf keinen merklichen EinfluB gehabt. 


Versuche mit verschiedenen Schwefelmenqen. 
Diese Versuche wurden mit einer Nahrlésung ausgefiihrt, deren Stick- 
stoffgehalt qualitativ und quantitativ gegen die friiheren Ansiitze un- 
verandert war. Es wurde Na,SO, zugesetzt, dessen Menge von 0,05 bis 


0,0001 %, variiert wurde. Uber die Resultate siehe Tabelle V. 


Die Abnahme der Schwetelmenge von 0.05 bis 001°, Na,SO, 
bewirkte eine merkliche Steigerung der Anhéufung der Citronensaure 
bei unveranderter Mycelentwicklung, wobei auch eine gesteigerte 
Ausbeute der Saure aus Zucker bemerkt wurde. Bei weiterer Verrin- 


IR * 
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Tabelle V. 
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Die Kulturen mit verschiedenen Schwefelmengen bei 





50 
0,00 Yo 


Stickstoff als Ammoniumnitrat 


und beim ublichen Gehalt 














der iibrigen Elemente. Stamm la. 
_Gehalt der Clisonahatace Oxal- Glucon- 
Nabrlésung an kuitur- pachee, nase, Saute | Saute: Decken- 
daue “io Ger cem n/l0 rewic 
N Na. SO mom Kultur- | Laugeauf 9. ger °ovomver-) gewicht 
; Bit oh at ldsung = 10cem young brauchten | % der Lisung 
) Tage wonee® | = Zucker g 
0.05 | 8 6,32 87,2 5.61 41,0 0,01 1,31 1,07 
et | 14 158 1158 7,71 41.9 0,01 | 1,03 1,00 
0.01 | 5 6,23 101.4 6,45 47,1 0.01 1,69 0.97 
: | 14 2,02 | 1383,1 8,92 49.6 0,91 1,06 1,00 
0 O45 () OO] } 8 13.48 61,9 3,38 51.9 0.19 1,84 0.24 
ae : ‘ 14 9,00 | 116,4 7,66 69.6 0,12 | 0,83 0,26 
0.0001 { 8 15,88 30,7 0,99 24,0 0.13 2,66 0,12 
F 14 13,81 §1,5 3,05 49,4 0,12 1,02 0,14 
0 | 8 16,32 26,1 0,85 23.4 0,14 211 0,10 
\ 14 13,21 63,4 3,78 55,7 0,138 | 1,26 O,16 
gerung des Schwefelgehalts, die bereits eine Hemmung der Mycel- 


entwicklung hervorrief, wurde auch eine gewisse Abnahme der An- 


haufung der Citronenséure verzeichnet. Letztere ist aber nicht so 
stark ausgepragt, wie die Abnahme des Gewichts der Pilzdecke. Wir 


sehen somit, daB die relative Aktivitét des Mycels hinsichtlich der 
Saurebildung bei Entwicklung unter Bedingungen einer ungenitigenden 
Schwefelversorgung nicht nur keine Abnahme, sondern vielmehr eine 
Zunahme aufweist. In diesem Fall haben wir hinsichtlich des Schwefels 
aihnliche Verhaltnisse wie beim Phosphor; sie sind aber jenen, die bei 
Kalium und Magnesium beobachtet wurden, entgegengesetzt. 

Die Anhaufung der Glucon- und besonders der Oxalséure zeigt 
ein bedeutendes Anwachsen, wenn der Schwefelgehalt unter die Grenze 
fallt, wo er bereits im relativen Minimum bleibt. Dies ist eine Er- 
scheinung, die in gewissem Ausma auch hinsichtlich des Kaliums 
zu bemerken war. 

In den Kontrollkulturen ohne Einfiihrung von Schwefel sehen 
wir sowohl hinsichtlich der Entwicklung des Mycels als auch in bezug 
auf Anhaufung der Saéuren ein ahnliches Bild wie bei den Kulturen 
mit 0,0001°, Na,SO,4. Bei dieser Versuchsanstellung war Schwefel 
anscheinend nicht ganzlich eliminiert, auch nicht in jenen Fallen, 
wo er dem Nahrboden nicht beigegeben wurde. 


SchluBfolgerungen. 
Auf Grund unserer Versuche kénnen fiir den untersuchten Stamm 
von Aspergillus niger folgende Verhaltnisse festgestellt werden: 
Wenn die Hemmung der Entwicklung der Pilzdecke, die eine 
unerlaBliche Bedingung einer betrachtlichen Anhaufung der Sauren 
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bildet, durch einen relativen Mangel von Phosphor oder Schwefel in 
der Kultur erreicht wird, so wird ebenso wie bei relativem Stickstoff- 
mangel eine betrachtliche Anhaufung von Citronenséure mit einer 
relativ hohen Ausbeute aus Zucker beobachtet. Dabei ist sowohl bei 
Stickstoffmangel als auch bei Phosphormangel die Anhaufung der 
Glucon- und Oxalséure nur gering; wenn es aber dem Nahrboden 
an Schwefel mangelt, wird die Anhaufung auch dieser Saéuren ge- 
steigert. 

Bei Einschrankung der Entwicklung der Pilzdecken durch Kalium 
oder Magnesiummangel wird die Anhaéufung der Citronensdure ganz 
unbedeutend, zugleich damit erfolgt eine starke Abnahme ihrer Ausbeute 
aus Zucker; bei relativem Mangel des Mediums an Kalium und Mag- 
nesium verschwindet die Citronenséure fast ganzlich. Was die anderen 
Sauren betrifft, so ist ihre Anhéufung bei Magnesiummangel unbedeutend ; 
wenn aber Kaliummangel herrscht, ist eine deutlich ausgepragte Stei- 
gerung der Oxalsaurebildung und in einem geringeren Ausma auch 
eine Vermehrung der Gluconsaéurebildung zu bemerken. 








Uber Hemmung der Reaktionsgeschwindigkeit 
durch Phosphat in Warburgs und Christians System. 
Von 
Hugo Theorell. 
(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Zellphysiologie in Berlin-Dahlem. ) 
(Eingegangen am 8. Dezember 1934.) 


Mit 1 Abbildung im Text. 


Bei der Oxydation der Hexosemonophosphorsaure durch gelbes 
Ferment, Atmungs-Co-Ferment und Zwischenferment wird nach 
Warburg und Christian (1) von der Hexosemonophosphorsaure aus kein 
anorganisches Phosphat gebildet. Da jedoch nicht nur das Substrat, 
sondern auch das Atmungs-Co-Ferment und die Wirkungsgruppe des 
gelben Ferments Phosphorséureester sind [7'heorell (2)], lag es nahe 
zu untersuchen, ob anorganisches Phosphat in verschiedenen Konzen- 
trationen auf die Geschwindigkeit der Sauerstoffaufnahme cinwirkt. 
Es zeigte sich, daB dies der Fall war, und zwar in regelmaBiger Weise. 


Versuch 1. Viel Hexosemonophosphorsiaure, Co-Ferment und gelbes Ferment, 

wenig Zwischenferment, welches die Reaktionsgeschwindigkeit in Ab- 

wesenheit von Phosphat bestimmt. 38°. Im Gasraum Sauerstoff. Im 

Einsatz 0,2 cem 5°%ige Kalilauge. Erste Ablesung 5 Minuten nach dem 
Einkippen des gelben Ferments. 





I Il il IV V 


0,3 mol. Kaliumhexose- 

monophosphat . . . . 0,2 cem 0.2 cem 0,2 cem 0,2 cem 0,2) com 
Co-Fermentlésung, 

5 Wirkungseinheiten pro 


a ee ee ee Pea oe | ee i mae i Z 
0,04 mol. KCN-Lésung . 0,2 » OZ os ee < it ~« (02 - 
Wetter... 5 i se sc HOO 6 LER COS «CORB Cs — 
Phosphatlésung er — 0,3 , |0,9 = | eee = (ate 
Zwischenfermentlosung. . 0,075 , 0.075 , 0,075 , 0.075 , 0,075 , 
Birne: Gelbes Ferment 

5y von der Wirkungs- 

gruppe pro 0,25cem . 0,25 , (025 , 0,25 , 925 , 025 , 
Konzentration des anorga- 

nischen Phosphats. . . 0 0,044 mol. 0,13 mol. 0,17 mol. 0,25 mol. 
emm Og, nach 10 Min. auf- | 

oendmmen .-. 4. .s 59.6 47.3 16,5 11,1 8,1 
emm Og, nach 20 Min. auf- 

genommen...... 112 90,8 30,5 21.5 16.2 


Hemmung durch Phosphat 
Fh ese bei es 0 21 y 81 86 


~l 
to 
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In allen Versuchen war die zugesetzte Phosphatlésung: 8,5 Volumen 
m/2 Na,H PO,-Lésung + 1,5 Volumen m/2 KH, PO,-Lésung. pg 7,6. 

Das Phosphat bewirkt also eine Hemmung, die proportional der 
Konzentration des Phosphats ist. Die Hemmung ist unabhangig von der 
Zeit; die Sauerstoffaufnahme verléuft proportional der Zeit auch bei 
der starksten Hemmung. Die genaue umgekehrte Proportion zwischen 
Phosphatkonzentration und Reaktionsgeschwindigkeit ist aus der 
Abbildung ersichtlich. 


Versuch 2. Die Konzentration des Zwischenferments um die Halfte kleiner, 
sonst genau wie Versuch 1. Von der doppelt verdiinnten Zwischenferment - 
lésung in jedem GefaB 0,075 cem. 





I II Ill lV \ 
Konzentration des anorganischen 
oi: ae are earner 0 0,044 mol. 0,13 mol. 0,17 mol. 0,25 mol. 
emm Og,nach10Min.aufgenommen 28,2 24,2 8.3 5,5 43 
Oe, 4 20 % . 55,1 47,3 15,2 10,5 8.6 
Hemmung durch Phosphat in % 0 14 71 81 85 


Die Reaktionsgeschwindigkeit ist im Versuch 2 durchweg halb so 
groB, die prozentuale Hemmung ebenso groB wie im Versuch lL. 

D.h., wenn man mit Uberschu8 von Hexosemonophosphat, Co- 
Ferment und gelbem Ferment arbeitet, 
ist die Reaktionsgeschwindigkeit 


8$-—__—_—_—__—_—_—_— 


de I | Zwischenferment | p 
fee” icicle | Phosphat | “) 
unter der Voraussetzung, dal} die molare 
Konzentration des Phosphats mindestens 
0,035 betragt (siehe Abbildung). 

Auch bei dieser Anordnung ist die 
Hemmung durch Phosphat aus den 
Kolonnen I bis III deutlich ersichtlich. “#05 05-07 98 09 1017 12-19 14 

‘ log [ Phosphat] +2 
Im GefiB I ist die Wirkung annahernd ” Abb. 1. 
doppelt so groB wie im GefiB IIT mit 
doppelt so viel Phosphat, d. h. die ,,.Wirkung* ist wieder der Phosphat- 
konzentration umgekehrt proportional. Nr. IV zeigt, daB eine Erhéhung 
der Zwischenfermentmenge auf fast das Doppelte fast ohne Effekt 
bleibt (vgl. Nr. II), was zeigt, daB der Uberschu8 von Zwischenferment 
schon so groB ist, daB die Reaktionsgeschwindigkeit nur von der Co- 
Fermentkonzentration abhangt. Eine Herabsetzung der Zwischen- 
fermentmenge auf 0,5cem (GefaB V) ist wiederum geniigend, um die 
teaktionsgeschwindigkeit bedeutend, wenn auch nicht auf die Halfte 
von derjenigen im GefaéB Il, zu vermindern. 


(cmm 0, in 10 Minuten absorbiert) 
= ~ 
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log 
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Versuch 3. Viel Hexosemonophosphat und gelbes Ferment, wenig Co-Ferment 
und verschiedene Mengen Zwischenferment und Phosphat. 38°. Im Gasraum 
Sauerstoff. Im KEinsatz 0,2 cem 5°>ive Kalilauge. 





I Il Ill I\ \ 

0,3 mol. Kaliumhexosemono- 

phosphat . . » ee ew ew ee 0,2 com} 0,2 com | 0,2 cem = 0,2 com | 0,2 com 
Co-k ‘ermentlésung, 5 Wirkungs- 

einheiten procem ...../0,2 , |02 , |02 , |0,2 , |0,2 
G.0imol. RUN-Lbownme .... 02 , 102... 102 ., (02 , (02 -» 
Wasser .. gi Pivicenticheue vied sta oc Moen ee, -- l@ . 
Phosphatl jeung ee ee ee Ue» [ko » (he »« oR 
Zwischenfermentlosung . ... 10 , 10 , [10 , Lv» {Go 
Birne: Gelbes Ferment, 5 y 

Wirkungsgruppe pro 0,25¢em (0,25 , 0,25 , C25 . 0.25 , 0,25 . 
Konzentration des anorganischen 

PENN por ty ate 0 0 18 mol. 0,26 mol. |0,18 mol. 0,18 mol. 
emm Og, nach 10 Min. absorbiert 52.3 20,6 11,4 22,1 13.5 

read) oak m 89,2 85,0 19.4 87,2 25,9 

g Re OE. 5, ws 118 47.5 27,4 51,7 37,8 
Hemmung durch Phosphat in % 0 61 78 


Der Versuch 4 zeigt: 
l. DaB die Anfangskonzentration des Kaliwmhexasemonophos phats 
fiir dic Reaktionsgeschwindigkeit im Anfang belanglos ist (vgl. Versuch 4, 


Versuch 4. Viel Hexosemonophosphat und gelbes Ferment, wenig Zwischen 
ferment, variierende Mengen von Co-Ferment und Phosphat. 38°. Im Gasraum 
Sauerstoff. Im Einsatz 0,2 cem 5° ige Kalilauge. 





I II Il IV V 


Hauptraum: 
0,3 mol. Kaliumhexosemono- 
phosphat ...... . . 40,1 com} 0,1 com /|0,1 com! 0,2 com! 0,2 com 
Co-Fermentlisung, 
5 Wirkungseinheiten pro 


| 


ecm, oS eee. he oS LO (eee a 
0,04 mol. KC N- Lisung ye ae ee a Oe nur HE hag WR 
Wasser... a 3 ¥ oe Ho 10s»: (O82 » — ae 
P hosphatlosung: eee a Mo, {Ue » (OS » (Ue 6 
Zwischenfermentlésung aa" Ae 075 is 0,075 ,, 0,075, 0,075, 0,075, 


Birne: Gelbes Ferment, 
5y Wirkungsgruppe pro 
Ozone. aie wl Oe 0,25 , 0:25 . (0:26 , |025 . 


” 


Konzentration des anorga- 


nischen Phosphats . . . . 0 0.0435 mol. 0.18 mol. 0,13 mol. 0,13 mol. 
emm QOg,nach 10 Min. absorbiert 64,7 47,8 | 146 23,4 8,8 
as a ag ‘ 115 88.0 25,4 44,3 16,2 


Hemmung durch Phosphat 


[me hs a ee eee 0) 27 


~I 
~ 
1 
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| bis IIL mit dem Versuch 1, 1 bis LI). Diese Tatsache wurde auch 
in anderen, verschiedenartigen Versuchen in jedem Falle bestatigt?. 

2. Durch Vergleich der Kolonnen ILI], [V und V wird man finden, 
dab die Reaktionsgeschwindigkeit in phosphathaltiger Lésung nicht mu 
der (nicht allzu groBen) Ziischenfermentmenge (Versuche lL und 2), 
sondern auch der Co-Fermentmenge proportional ist. Bei Gegenwart 
von genugend viel Phosphat und von mabigen Mengen Co-Ferment 
und Zwischenferment gilt also das Gesetz: 


de |Co-Ferment]. | Zwischenferment | 


-— . ; ll 
dt | Phosphat | oO 


Ergebnis des Versuchs 8: 

Bei dieser Anordnung, bei der die Menge des gelben Ferments, 
der Sauerstoffdruck (und natirlich die Temperatur) die Reaktions- 
geschwindigkeit hauptsichlich bestimmen, ist die Hemmung dureh 
Phosphat viel kleiner, als wenn Co-Ferment oder Zwischenferment 
die Geschwindigkeit bestimmen; so z. B. zeigt sich im GefaB LV, Ver- 


such 5, nur 26°, Hemmung.  Dieselbe Phosphatkonzentration gibt 


0 

. s . 4 ‘ . 
bei UberschuB von dem gelben Ferment ,,das oxydierende System™, 
bei wenig Co-Ferment oder Zwischenferment (zusammen ,,das redu- 


zierende System") etwa 65 bis 75°, Hemmung. Wenn das ,.reduzierende 


Versuch 5. Viel Hexosemonophosphat, Zwischenferment und Co-Ferment, 
wenig gelbes Ferment und variierende Phosphatkonzentrationen. 38°. Im 
Gasraum Sauerstoff, im Einsatz 0,2 cem 5° >ige Kallauge. 





I Il Ill 1\ 

Hauptraum: 
0,3 mol. Kaliumhexosemonophosphat 02cem O2cem O02 eem 0,2 cem 
Co-Ferment. 5 Wirkungseinheiten 

oro tem Tene EO LG -, ne y 1,0 
0,04 mol. KCN-Losung . . ow 14 OF x O24 . 02 ,. 0,2 
i. ee Phar em l - Mt. 4 , 
Phosphatlisung . 2... 2. Oe « 06. 1,9 
Zwischenfermentlosung . . rae A ae  . ae 1,0 
Birne: Gelbes Ferment, | » Wirkungs- 

gruppe pro 0,05cem. . . . . 0,05. 0.05 , 0.05, 0,05 
Konzentration des  anorganischen 

Phosphats. . . . . ove ; 0 0.0435 mol. O,OST7 mol. 0.145 mol. 
emm Oy, nach 10 Min. absorbiert . 31.9 30,2 25.6 23,5 
Hemmung durch Phosphat in °, . 0) D 20 26 


1 Es ist mit dieser Versuchsanordnung unmdglich, die Anfangs 
konzentration des Hexosemonophosphats so klein zu wahlen, daB sie kleiner 
oder auch nur etwa gleich gro} wie die Konzentration der Fermente wiirde. 
Dann lieBe sich die Reaktionsgeschwindigkeit gar nicht beobachten, weil 
die Oxydation in sehr kurzer Zeit zu Ende wire. 
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System® im UberschuB vorkommt, wird die Reaktionsgeschwindigkeit 
nicht der Phosphatkonzentration umgekehrt proportional, sondern 
wird vom Phosphat verhaltnismaBig wenig beeinfluBt. Die Erklarung 
hierfur ist offenbar folgende: Die Phosphathemmung greift in das ,,redu- 
zierende System™ ein, das ,xydierende’ gelbe Ferment wird in seiner 
Wirksamkeit von Phosphat nicht beeinflupt. Um in Lésungen, die wenig 
gelbes Ferment und viel reduzierendes System enthalten, eine Hemmung 
hervorzurufen, muB man so viel Phosphat zugeben, daB das reduzierende 
System so weitgehend gehemmt wird, daB sein Sauerstoffiibertragungs- 
vermégen fiir die Reaktionsgeschwindigkeit mitbestimmend wird. 


Die reversible Hemmung des ,,reduzierenden Systems‘ durch 
Phosphat zeigt, daB in irgendeiner Phase des Reaktionsverlaufs freie 
Phosphorséure abgespalten wird, und zwar dann vom Hexosemono- 
phosphat oder Co-Ferment, die beide Phosphorsaureester sind. Das 
Zwischenferment miibte dann eine spezifische Phosphatase sein?. 
Sole ze noch weder das Co-Ferment, noch das Zwischenferment in 
ree Form vorliegen, wird man den néheren Reaktionsmechanismus 
nient feststellen kénnen; es mag jedoch folgendes gesagt werden: 


Wenn der Verfasser viel Zwischenferment auf eine kleine Menge 
Hexosemonophosphat bei 38° einwirken lieB, wurde zwar anorganisches 
Phosphat in der der Zeit proportionalen Konzentration gebildet, aber in 
so kleinen Mengen, daB man behaupten kann, daB diese Erscheinung 
nur auf verunreinigender Phosphatase beruht und mit der Oxydation 
des Hexosemonophosphats nichts zu tun hat. In derselben Zeit, in 
welcher die Oxydation bei einem gew6hnlichen manometrischen Versuch 
zu Ende gegangen ware, wurde nur héchstens 1°, von dem Gesamt- 
phosphor abgespalten. 

Einen entsprechenden Versuch mit Zwischenferment -- Co-Ferment 
auszufiihren, hat vorlaufig wenig Zweck, weil die Co-Fermentpraparate 
Phosphorsdureester enthalten, die mit der Wirkung nichts zu tun haben. 
Man kann also bis auf weiteres vom Mechanismus der Phosphathemmung 
nichts Sicheres sagen. Die folgenden kurzen Erwagungen diirfen jedoch 
angebracht sein: Wir bezeichnen: Co-Ferment = Co (PQ4).*, Zwischen- 
ferment = Z und Hexosemonophosphat = Hex POg. 

Die gefundene Gleichung 

de [Co (PO,).|[Z] 


* [PO,’”} *) 

1 Das Zwischenferment ist bisher noch nicht rein dargestellt worden: 

Es kénnte also mehrere notwendige aktive Stoffe enthalten. Alle bisherigen 
Untersuchungen, die in diesem Institut iiber das Zwischenferment gemacht 
wurden, sprechen jedoch entschieden dafiir, daB es nur einen zu dem in 
Frage stehenden Fermentsystem gehérenden Stoff enthalt. — * Das Co- 
Ferment ist ein Diphosphorsaureester, s. T’heorell, diese Zeitschr. 275, 19, 1934. 
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ware am einfachsten dadurch zu erklaren, da Co (PO,), und Z unter 
Abspaltung des einen HgPO,-Molekiils die Verbindung CoPO,—Z 
bilden, die also ein sauerstoffiibertragendes Ferment von demselben 
Typus wie das gelbe Ferment darstellen wiirde: ,,.Nucleotid’’-Eiweib (3). 

Die Verbindung Co PO, — Z ware dann ,,das reduzierende System" 
und wiirde die Reaktionsgeschwindigkeit bei UberschuB von gelbem 
Ferment bestimmen. Indessen halt der Verfasser diese Erklarung fiir 
unwahrscheinlich, und zwar aus folgenden Griinden: 

1. Bei Kataphorese wandern Co-Ferment und Zwischenferment 
unabhangig voneinander (4). 

Es kann also die angenommene Reaktion 

Co (PO4)2 + Z SS CoP O, — Z + POY’ (IIT) 
entweder gar nicht stattfinden, oder auch nur sehr wenig nach rechts ver- 
laufen, so daB sich CoPO, — Z bei der Kataphorese nicht nachweisen liebe. 
Die Kataphoresen fanden zwar in Phosphatlésungen statt, aber die Kon- 
zentration des Phosphats war so gering, daB sie keine Hemmung hervor- 
gerufen hatte. 

2. Wenn die Reaktion (III) stattfinde, die Gleichgewichtslage 
weit nach links lage, miiBte eine Erhéhung der Konzentration von ent- 
weder Co (PO,), oder Z die Reaktionsgeschwindigkeit innerhalb sehr 
weiter Grenzen immer weiter proportional steigen. Dies ist nicht der Fall. 
Schon bei einem maBigen CberschuB von Z steigt die Wirkung bei 
weiterer Zugabe von Z nicht mehr an (vgl. Versuch 3). Beim UberschuB 
von Co (PO,), liegen die analogen Verhaltnisse vor. 

Die Kataphoreseuntersuchungen (4) von Gemischen von Zwischen- 
ferment und Hexosemonophosphat, Co-Ferment und Hexosemono- 
phosphat machten es wahrscheinlich, daB sowohl Zwischenferment 
als auch Co-Ferment irgendwie mit Hexosemonophosphat reagieren. 

Angesichts dieser Tatsache sei darauf hingewiesen, daB die Annahme 
z. B. einer Verbindung zwischen Co (PO4)., Hex PO, und Z die Glei- 
chung (II) auch befriedigen kénnte, wenn beim Zustandekommen 
der Verbindung H,; PO, abgespalten wiirde. Diese hypothetische Ver- 
bindung wiirde also bei Uberschu8 des oxydierenden Systems die 
Reaktionsgeschwindigkeit bestimmen. Solange noch weder das Co- 
Ferment, noch das Zwischenferment rein dargestellt sind, muB die nahere 
Untersuchung des Reaktionsmechanismus dahingestellt bleiben. 

Soviel kann zur Zeit auf Grund der Phosphathemmung gesagt 
werden, da in irgendeiner Reaktion zwischen Co-Ferment, Zwischen- 
ferment und Hexosemonophosphat Phosphorsaure  reversibel ab- 
gespalten werden muB. 


Literatur. 
1) O. Warburg u. W. Christian, diese Zeitschr. 242, 221, 1931. — 
2) H. Theorell, ebenda 275, 11, 19 und 37, 1934. 3) Derselbe, ebenda 


275, 37, 1934. 4) Derselbe, ebenda 275, 30, 1934. 








Uber das sogenannte ,wahre Kreatinin* des Blutes. 
Von 
Giovanni Ferro-Luzzi. 
(Aus dem Institut fiir spezielle medizinische Pathologie der Universitat 
Messina. ) 


(Eingegangon am 13, November 1934.) 


In neuester Zeit wird nicht allein das Vorkommen einer normalen 
Menge Kreatinin im Blute bestritten, sondern es wird das Vorliegen 
dieses Stoffes im normalen Blute tiberhaupt bezweifelt. 

Im Jahre 1922 haben sich Behre und Benedict! mit diesem Problem 
intensiv befaBt. Wahrend diese Forscher das Verhalten der ,,chromogenen 
Stoffe* (wie sie alle, die Jaffésche Reaktion hervorrufenden Substanzen 
nannten) im Blutfiltrat nach Wolframsaéure- und Pikrinsdéurefallung unter- 
suchten, beobachteten sie, daB diese Reaktion, trotz der Behandlung des 
Blutfiltrats mit heiBer Natronlauge (erste Benedictsche Probe) oder mit 
Kaolin (zweite Benedictsche Probe) unveréndert bleibt, d.h. den Ver- 
fahren widersteht, welche das wahre Kreatinin zersetzen bzw. zur Adsorption 
bringen. Daraus schlieBen sie, da8 das Blut kein Kreatinin enthalt und daB 
die Jaffésche Reaktion im Blutfiltrat durch andere, noch unbekannte, mit 
dem Kreatinin nicht identische, chromogene Stoffe hervorgerufen wird. 
Die Ergebnisse Benedicts wurden seitens Gaebler?, Gaebler und Keltch® und 
in jiingster Zeit seitens Bohn und Hahn bestatigt. 

Es erscheint demnach berechtigt, die durch die Jaffésche Reaktion 
ermittelten und bisher zur Berechnung des Kreatiningehalts des Blutes 
herangezogenen Angaben als falsch zu betrachten, da sie anscheinend 
Stoffe betreffen, die nicht als Kreatinin anzusprechen sind. 

Kine derartige Behauptung erscheint selbstverstandlich von aus- 
schlaggebender Bedeutung fiir die Beurteilung des Kreatininstoff- 
wechsels und ist besonders fiir die Nierenphysiopathologie wichtig. 
Es ist nun recht merkwiirdig, daB diesen Befunden trotz ihrer Wichtig- 
keit bisher noch wenig Beachtung geschenkt wurde, so daB sie die 
Zuverlassigkeit der Jafféschen Reaktion zum Nachweis und zur Be- 
rechnung des Kreatinins gar nicht zu erschiittern vermochten. Anderer- 
seits ist bisher noch keine endgiiltige experimentelle Entscheidung in 
dieser Frage erbracht worden. 

Von diesen Betrachtungen ausgehend, habe ich systematische 
Untersuchungen vorgenommen, in der Absicht, das Wesen der von 
Benedict nachgewiesenen chromogenen Substanzen zu_ erforschen, 


1 Behre u. S. R. Benedict, J. of biol. Chem. 52, 11, 1922. — 2? O.H. 
Gaebler, ebenda 69, 613, 1926. — * O. H. Gaebler u. A. K. Keltch, ebenda 
76, 337, 1928. 
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das Vorhandensein bzw. die Abwesenheit des Kreatinins im Blute fest- 
zustellen, sowie die Natur der Beziehungen zwischen den chromogenen 
Stoffen und dem wahren Blutkreatinin falls solehes vorliegt Zu 
bestimmen. 

Der erste Teil dieses Problems bildete den Gegenstand einer ge- 
meinsam mit /. Ciaecio ausgefiihrten Untersuchung!. Die bei dicesen Ver- 
suchen konstatierte Positivitat der ersten Benedictschen Probe? nach 
Fallung mit Trichloressigsiure oder mit tberschiissigem kolloidalen 
Zinkhydroxyd veranlaBt uns, das Vorhandensein von Kreatinin im 
Blute anzunehmen und die Hypothese aufzustellen, daB die mit Wolfram 
siure- oder Pikrinséurefillung erhaltenen Substanzen, welche dir 
Jaffésche Reaktion vor der Probe geben, nicht identisch mit denjenigen 
sind, welche die gleiche Reaktion nach der Probe bedingen. 

Wahrend demnach Benedict das Vorhandensein des Kreatinins im 
Blute unter physiologischen Bedingungen verneint, stellen meine Unter- 
suchungen nunmehr die Identitat zwischen den ,,chromogenen Stoffen* 
Benedicts und dem wahren Kreatinin unter bestimmten experimentellen 
sedingungen fest (und zwar in dem durch Trichloressigsiure oder durch 
iiberschiissiges Somogyis Reagens enteiweibten Blute). 

Diese Nichtiibereinstimmung hat mich nun zu den Untersuchungen 
veranlaBt, welche Gegenstand der vorliegenden Mitteilung sind und 
folgende Ziele verfolgen: 

1. die wirkliche Bedeutung der ersten Benedictschen Probe zu 
erkennen; d.h. mit anderen Worten, die Natur der Veranderungen 
kennen zu lernen, welche durch die Behandlung mit heiBer Natronlauge 
in verschiedenen Bestandteilen des proteinfreien Blutfiltrats hervor- 
gerufen werden: 

2. zu untersuchen, welchen EinfluB die verschiedenen Fallungs- 
verfahren auch auf den Ausfall der zweiten Benedictschen Probe 
(Adsorption durch Kaolin) haben, nachdem bereits vorher festgestelt 
war?, daB der Ausfall der ersten Benedictschen Probe von der an- 
gewandten Fallungsmethode abhangig ist: 

3. von der Beobachtung ausgehend, daB die Einwirkung von heibem 
Formalin auf das Kreatinin zersetzend wirkt, galt es, weitere Analogien 
zwischen den chromogenen Stoffen des Blutes und dem wahren Kreatinin 
festzustellen, indem das Verhalten der Jaf/éschen Reaktion nach 
Formalinbehandlung untersucht wurde. 


! G. Ferro-Luzzi u. J. Ciaccio, Diagnostica e Teen. di Labor., Mai 1934. 

* Unter ,,positiver Benedictscher Probe’ verstehe ich das Verschwinden 

der Jajfféschen Reaktion nach Behandlung mit heiBer Natronlauge oder 
mit Kaolin. 3G. Ferro-Luzzi u. I. Ciaccio, |. e. 
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Experimenteller Teil. 
Erste Gruppe: Versuche tiber die erste Benedictsche Probe. 

Die Probe wurde mit den folgenden Materialien ausgefiihrt: in 1- bis 
20 ,iger Traubenzuckerlésung, in hyperglykamischem Blute, in fiinffach 
verdiinnter EiweiBl6sung, in einer 12 Stunden lang im Brutschrank mit 
Trypsin behandelten EiweiBlésung, in normalem Blute nach 24stiindigem 
Verweilen im Brutschrank bei 37° oder im Eisschrank bei Gegenwart von 
Somogyis Reagens. 

Die Fallung wurde immer nach Somogyi ausgefiihrt, und zwar «0, daB 
sich eine dreifache Verdiinnung ergab, damit die nachfolgenden kolori- 
metrischen Messungen (gemaB den schon in einer anderen Mitteilung! 
angegebenen Vorschriften) in einem nicht zu stark verdiinnten Materiale 
stattfinden sollten. 

Technik. 

Zu 3 Teilen neutralen Filtrats (Blutverdiinnung 1:3) werden 0,5 Teile 
10°oige Natronlauge zugesetzt und 2 Stunden lang im kochenden Wasser- 
bad gehalten. Dann la8t man erkalten, fiigt Wasser bis zur urspriinglichen 
Menge hinzu, filtriert und fiihrt die Ja//ésche Reaktion nach der in der 
oben erwahnten Mitteilung beschriebenen Weise aus. 

Die Werte der Jaj/féschen Reaktion wurden in g-°/,), Kreatinin aus- 
gedriickt. 

Versuch A. 





Vor der Nach der 
Nr 1. Benedict- 1. Benedict- 
schen Probe  schen Probe 


1 1°%/y)ige Zuckerlosung, mit Wasser 3fach verdiinnt 0 0.0065 
Dieselbe Lésung, mit Trichloressigsiure verdiinnt 0 0 
2 2% ige Zuckerlésung, mit Wasser 3fach verdiinnt 0,001 0,011 
Dieselbe Lésung, mit Trichloressigsaure verdunnt 0,001 0 
3 2° ooige Zuckerlosung, mit Wasser verdiinnt 
und mit Hefe behandelt. . . 2... 2.0.2.2. 0 0,004 
Dieselbe Losung, mit Trichloressigsaure verdiinnt 
und mit Mefe-behandelé.... as baie hs es 0 0 
4  Diabetisches Blut (Glykamie etwa 2°99), nach 
PPIIAE SAORI ig hg on 116: ay gc Vg OR 0,008 0,017 
Dasselbe Blut, nach Fallung mit Trichloressigsaure 0,008 0 


Bei der Behandlung mit heiBer Natronlauge entsteht immer (mit 
Ausnahme des Versuchs 3) eine der Intensitaét der Ja/féschen Reaktion 
proportionale Braunfarbung der Fliissigkeit. 

Aus den oben wiedergegebenen Resultaten ist ersichtlich, daB bei 
der Behandlung einer Zuckerlésung mit NaOH in der Warme, Abbau- 
produkte des Zuckers (d, 1-Milchséure, Brenzcatechin und Ameisen- 
saure) entstehen, welche die Jaffésche Reaktion bedingen und auf diese 
Weise die Bedeutung der ersten Benedict schen Probe falschen, insbesondere 


! G. Ferro-Luzzi, Diagnostica e Teen. di Labor., November 1933. 
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dann, wenn die Kreatininbestimmung in hyperglykaémischem Blute 
ausgefiihrt wird. Solche Erscheinungen lassen sich nach Vergiérung 
des Zuckers mit Hefe oder im aufbewahrten Blute nicht mehr nach- 
weisen. 

Bei Gegenwart von Trichloressigsaure fallt dagegen die Benedict sche 
Probe deutlich pesitiv aus, wie ich es auch im Blute nach der Trichlor- 
essigsaurefaillung beobachtet habe. 


Versuch B. 
Eine auf das Fiinffache mit Wasser verdiinnte und nach Somogyi 
gefallte EiweiBlésung: 
vor der ersten Benedictschen Probe 0 
nach ,, “a ‘a a 0,013 
dieselbe nach Fallung mit Trichloressigsaure : 
vor der ersten Benedictschen Probe 0 
nach ,, a a i 0 
Versuch C. 

Eine mit Wasser auf 1:5 verdiinnte, 12 Stunden lang bei 37° mit 

Trypsin behandelte und nach Somogyi gefallte EiweiBlésung: 

vor der ersten Benedictschen Probe 0 

nach ,, ms = 0,023 (Braunfarbung) 
dieselbe Lésung, nach 24stiindigem Verweilen im Brutschrank : 

vor der ersten Benedictschen Probe 0 

nach ,, Prt ¥ Be 0,060 (Braunfarbung) 
dieselbe Lésung, durch Trichloressigsiure gefallt : 

vor der ersten Benedictschen Probe 0 

nach ,, 2 oe aa 0 (Braunfarbung) 

Der negative Ausfall der Ja/féschen Reaktion in Eiweibfiltraten 
vor der ersten Benedictschen Probe und ihr Auftreten nach dieser Probe 
bekraftigt die Vermutung, da die Behandlung mit heiBer Natronlauge 
die alkalische Hydrolyse der schon normalerweise in den Filtraten 
vorhandenen und nun infolge der Trypsinwirkung vermehrten Eiweib- 
spaltprodukte bewirkt, deren Derivate dann die Ja/fésche Reaktion her- 
vorrufen. Héchstwahrscheinlich spielt sich derselbe Vorgang auch in den 
dem Benedictschen Verfahren unterworfenen Blutfiltraten ab. Die ur- 
spriingliche Bedeutung der ersten Benedictschen Probe wird auf diese 
Weise vollstandig gefalscht. AuBerdem habe ich auch in Eiweibfiltraten, 
wie schon in Blutfiltraten, eine das Auftreten der Jaf/éschen Reaktion 
nach der ersten Benedictschen Probe volistandig hemmende Wirkung 
der Trichloressigsiure feststellen kénnen. Analoge Ergebnisse hat 
I. Ciaccio! hinsichtlich der innerhalb der Nerven- und Muskelgewebe 
beobachteten sauren Hydrolyse mitgeteilt. 


1 J. Ciaccio, Boll. Soe. St. Biol. Sperim. 6, 1934. 
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Versuch D. 

Ochsenblut wird der Fallung nach Somogyi unterworfen und vor dem 
Filtrieren 24 Stunden im Eisschrank bei Gegenwart von Fallungsmittel 
(kolloidales Zinkhydroxyd) gehalten. Dann wird das Blut filtriert und die 
Benedictsche Probe ausgefiihrt: 

vor der ersten Benedictschen Probe = 0,009 

nach ,, oe me ”» 0,020 (Braunfarbung) 
Dasselbe Blut, nach 24stiindigem Aufbewahren im Brutschrank (immer bei 
Gegenwart von Zinkhydroxyd) filtriert : 

vor der ersten Benedictschen Probe 0,009 

nach ,, ‘“ ea me 0,007 
Dasselbe Blut, nur wenige Minuten mit Somogyis Reagens bei Zimmer- 
temperatur behandelt und sofort filtriert: 

vor der ersten Benedictschen Probe 0,009 

nach ,, es - * 0,009 


Das Aufbewahren desselben Blutes im Eisschrank oder im Brutschrank 
bei Gegenwart von Folin-Wuschem Reagens hat keinen Einflu8 aut den 
Ausfall der Benedictschen Probe. Im Gegenteil fallt nach der unter gleichen 
Bedingungen ausgefiihrten Trichloressigsaurefallung die Benedictsche Probe 
stets positiv aus. 

Die Verstirkung der Jafféschen Reaktion nach Behandlung des 
Somogyischen Blutfiltrates (bei EKinhaltung der oben beschriebenen 
Technik) mit heiBer Natronlauge ist in simtlichen Proben des normalen 
menschlichen und tierischen Blutes und bei verschiedenen pathologischen 
Zustinden nachgewiesen worden. Ich mache aber darauf aufmerksam, 
daB die Benedictsche Probe in 30° der Faille negativ ausfiel. 

Da die Jaffésche Reaktion vor der ersten Benedictschen Probe keine 
Verainderung durch den 24stiindigen Aufenthalt im Eisschrank bei 
Gegenwart von Somogyis Reagens erfaihrt, nach der ersten Benedict schen 
Probe dagegen wesentlich verstarkt erscheint, kann daraus der SchluB 
gezogen. werden, daB die erste Benedictsche Probe auch in diesem 
Versuche die chromogenen, kreatininfremden, diesmal von den Protein- 
spaltprodukten stammenden Substanzen zutage bringt. 


Es ]aBt sich also aus den Ergebnissen der ersten Versuchsreihe 
folgendes schlieBen: Die Besténdigkeit der Jafféschen Reaktion nach 
dem von Benedict fiir die Zersetzung des Kreatinins empfohlenen 
Verfahren erscheint als Beweis fiir die Abwesenheit dieser Substanz 
im Blute vollkommen unbegriindet, weil das erste Benedictsche Ver- 
fahren auBer einer Zersetzung des Kreatinins auch gleichzeitig die Bildung 
von anderen chromogenen kreatininfremden Stoffen aus Protein- und 
Zuckerderivaten verursacht. AuBerdem erscheint es mir angezeigt, 
an dieser Stelle hervorzuheben, daB ich die von Benedict vor und nach 
seiner Probe konstatierte prazise Gleichwertigkeit der Jafféschen 
teaktion nur teilweise durch meine Versuche bestatigen konnte, eine 
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Tatsache, die ich durch die Anwendung meiner empfindlicheren Be- 
stimmungsmethodik (Ausfiihrung der Versuche in weniger verdiinntem 
Material) erklare. Auch diese Tatsache tragt dazu bei, meine Ver- 
mutung zu unterstiitzen, daB die Jaffésche Reaktion vor und nach der 
ersten Benedictschen Probe von zwei verschiedenen chromogenen Substanzen 
hervorgerufen wird. 


Zweite Gruppe: Versuche tiber die zweite Benedictsche Probe. 

Das Blut wird durch Fallung nach Folin-Wu oder nach Somogyi ent- 
eiweiBt (Verdiinnung 1: 3), filtriert und dann 10 Minuten lang mit Kaolin- 
pulver geschiittelt: 2 g Kaolin auf 15 cem Filtrat. Das von mir angewandte 
Kaolin (Bolus alba pulvis subtilis Merck D. A. B. 6, Ph. Brit. 1932, Tiirk 
Kod. 1930) wurde vor dem Gebrauch zuerst sorgfaltig mit HCl 1: 5, dann 
mit Wasser gewaschen und im Trockenschrank getrocknet. Die Reaktion 
vollzog sich im Blutfiltrat bei pu 4,7. Kontrollversuche wurden mit dem 
mir von Prof. Ciaccio freundlichst zur Verfiigung gestellten und mit HCI 1: 5 
gewaschenem Kaolin (px 6) ausgefiihrt. 

Die Adsorption des Kreatinins aus dem Wasser, aus der Ringerlésung 
und aus der Ringerlésung + Kreatin vollzog sich bis zu po = 6,5 mit 
beiden Kaolinarten vollstaéndig. Reagierte die Fliissigkeit neutral oder 
alkalisch, blieb die Adsorption aus, was auch bei Gegenwart von Natrium- 
carbonat geschah. 

Die Versuche mit beiden Kaolinarten ergaben in dem nach Folin- Wu 
enteiweiBten Blute nicht tibereinstimmende Resultate. Ich konnte 
namlich in den meisten Fallen (und zwar bei normalen) eine schwache 
Senkung der Kreatininwerte beobachten; manchmal blieb die Jaf/ésche 
feaktion aus: in anderen Fallen sind die Werte unverandert geblieben. 
Bei der Anwendung der Somogyischen Fallung erhielt ich viel konstantere 

gy £ 
Ergebnisse, da in diesem Falle das Schiitteln mit Kaolin stets zu 
starker Abnahme bis zu vollstandigem Verschwinden der Jaf/éschen 
Reaktion fiihrte. Die nachstehenden Protokolle geben einige Versuche 
mit Kaolin im Blutfiltrat nach Somogyis Fallung wieder. 





Vor dem Nach dem Vor dem Nach dem 
Versuch | Behandeln mit Behandeln mit Versuch Behandeln mit Behandeln mit 
Kaolin Kaolin Kaolin Kaolin 
Nr. Kreatinin g-°/o9 Kreatinin g-°/99 Nr. Kreatinin g-9'99 Kreatinin g-°/ 9, 
1 0,009 0.003 9 0,012 * 0,003 
2 0,009 0,002 10 0,008 0,002 
3 0,008 0,002 
4 0,099 0,002 Ochsenblut 
5 0,007 0,001 1 0.011 0.003 
6 0,013 * 0,004 2 0,016 0.005 
7 0.007 0 3 0.011 0.003 
8 0,009 0.001 4 0,015 0,004 





* Nephritis. 
Die wiedergegebenen Zahlen lassen es klar erscheinen, daB die 
Jaffésche Reaktion im Blute zum gréBten Teil durch eine durch Kaolin 
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adsorbierbare Substanz bedingt ist, welche sich infolgedessen auch in 
dieser Hinsicht dem wahren Kreatinin analog erweist. 
Bemerkenswert ist, daB fast in allen meinen Versuchen nach dem 
3ehandeln mit Kaolin Spuren (2 bis 3 mg-°/5)) von gewissen Substanzen 
zuriickbleiben, welche die Jaffésche Reaktion hervorrufen, trotzdem 
entsprechen sie aber dem wahren Kreatinin nicht, da sie von Kaolin 
nicht adsorbiert werden. Ich nehme an, daB dieser nach der Behandlung 
des Zinkfiltrats mit Kaolin zuriickbleibende chromogene Riickstand 
teils Adrenalin darstellt und teils von den infolge der katalytischen 
EKinwirkung des Kaolins auf das Blut entstehenden Produkten abhangt. 


Ks laBt sich also aus dieser zweiten Versuchsreihe der SchluB ziehen, 
daB in dem durch Somogyis Fallung (welche ich als das geeignetste 
Fallungsverfahren ansehe, da sich hierbei die Fallung in neutralem 
Milieu vollzieht und das Zinksalz durch Filtration entfernt wird) ge- 
wonnenen Blutfiltrate eine chromogene Substanz vorliegt, welche wie 


Kreatinin von Kaolinpulver adsorbierbar ist. 


Dritte Gruppe: Versuche diber die Jaffésche Reaktion nach dem Behandeln 
in der Wdrme mit Formalin. 

Diese Versuchsreihe beruht auf der durch Formaldehyd bewirkten 
Umwandlung des Kreatinins in’ Dioxymethylenkreatinin (Ja//é), 
welches die Jaffésche Reaktion nicht gibt. 

3 Teile Blutfiltrat nach Somogy? (bei Einhaltung der bereits erwahnten 
Technik) + 1 Teil neutralen Formaldehydes werden 20 Minuten lang bei 
127° im Autoclaven gehalten. Dann wird durch Zusatz von 1,5 cem ge- 
siittigter Pikrinsdurel6sung und 0,5 cem 10° iger Natronlauge die Ja/fésche 
Reaktion ausgefiihrt. 

Vorversuche haben gezeigt, daB das Kreatinin unter derartigen 
Umstanden einen vollstandigen Zerfall erfahrt, wenigstens bei den 
Konzentrationen bis zu 4mg-°%,. Die in verschiedenen Blutproben 
ausgefiihrten Experimente haben die folgenden Ergebnisse gebracht: 





Vor dem Nach dem Vor dem Nach dem 
Versuch | Behandeln mit Behandeln mit | Versuch Behandeln mit Behandeln mit 
Formalin Formalin Formalin Formalin 
Nr. Kreatinin g-9/9,  Kreatinin g-/o9 Nr. Kreatinin g-°/99  Kreatinin g-°/ 9, 
1 0,011 0 5 0,010 0 
9 0,010 0,002 6 0,009 0 
3 0,011 0 i) 0,008 0 
4 0,006 0,002 8 0,006 0 





Wie die Angaben der Tabelle zeigen, werden alle die Jaffésche 
teaktion im Blute hervorrufenden Stoffe ebenso wie das wahre Kreatinin 
durch Erhitzen mit Formaldehyd zerstért. Dieses Verhalten spricht 
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fiir das Vorhandensein von Kreatinin im Blute, was im Gegensatz zu 
der Behauptung benedicts steht. 

AuBerdem muB® hier darauf hingewiesen werden, dali sowohl die 
Behandlung mit Formalin als auch diejenige mit Kaolin manchmal! 
einen Riickstand (Adrenalin) hinterlaBt, der dem Farbtone nach 1 bis 
2 mg-° 5, Kreatinin entspricht. 


Schlublolgerungen. 


Die zwei Versuche (Behandlung mit hei®Ber Natronlauge oder mit 
Kaolin), welche Benedict zum Nachweis fiir die Abwesenheit des Krea- 
tinins im Blute vorgeschlagen hat, haben sich als ungeniigend begriindet 
erwiesen: 1. weil die Behandlung der Blutfiltrate mit heiBer Natronlauge 
Abbauprodukte der alkalischen Hydrolyse entstehen liBt, welche die 
Jafjfésche Reaktion hervorrufen; 2. weil die Behandlung des nach 
Somogyi enteiweibten Blutfiltrates mit Kaolin das Verschwinden der 
Jafféschen Reaktion herbeifiihrt (im Gegensatz zu den Resultaten 
Benedicts, welcher die Wolframsaure- und die Pikrinséure-fallung be- 
nutzte), was in Ubereinstimmung mit dem Verhalten des Kreatinins steht. 

Was die Behandlung mit heiBem Formalin betrifft, so bewirkt diese 
das Verschwinden der Ja//€éschen Reaktion in Blutfiltraten genau so 
wie in einer reinen Kreatininlésung. 

Auf Grund dieser Betrachtungen halte ich mich zu der Schlub- 
folgerung berechtigt, daB das Blut normaler Personen unter physio- 
logischen Bedingungen Kreatinin in einer der Intensitat der Ja//éschen 
teaktion fast proportionalen Konzentration enthalt. und da infolge- 
dessen die Bezeichnung ,,wahres Kreatinin’’, womit man das Kreatinin 
von den im Blutfiltrate vorhandenen und die Jaffésche Reaktion er- 
gebenden Stoffe unterscheiden miibte, nicht angezeigt ist. 











Uber die enzymatische Gleichgewichtsreaktion zwischen 
Hexosediphosphorsiure und Dioxyacetonphosphorsiure. IY. 
(Berichtigung zur II. Mitteilung.) 

Von 
Q. Meyerhof und K. Lohmann. 

(Aus dem Institut fiir Physiologie am Kaiser Wilhelm-Institut fiir 
medizinische Forschung, Heidelberg.) 


(Eingegangen am 13, Dezember 1934.) 


Auf Grund der zweiten Mitteilung dieser Serie ist die enzvmatische 
Spaltung von Hexosediphosphorsdure in Dioxyacetonphosphorséure 
mit einer erheblichen negativen Warmeténung verbunden, die nach 
Richtung und GréBenordnung aus der van ’t Hoffschen Isochoren- 
gleichung vorausgesagt werden konnte. Die Gleichgewichtskonstante 
2 
Ky (Dioxyacetonphosphorsiure) steigt nimlich mit der Temperatur stark 

Hexosephosphorsiure 
an und betragt bei — 7° durchschnittlich 0,18 . 10°, bei + 70° 22. 10°. 
Fiir die Zwischentemperaturen ergeben sich intermediare Werte, wobei 
die In Ky gegen die reziproken absoluten Temperaturen auf einer 
Geraden liegen, wie es aus der Isochorengleichung folgt: 
Q e 1 \ 
fs 

Quantitativ ergab sich jedoch keine Ubereinstimmung, denn aus 
dem Gang der K-Werte berechnete sich etwa — 11300 geal pro Mol 
Hexosediphosphorsaure (— 63 cal pro g Hexose). Dagegen wurden 


InKr, —MKy, = 


tatsichlich zwischen — 29 und 40 cal pro g Hexose gemessen und 
entsprechend auch bei der Synthese zwischen — 26 und + 41 cal pro g; 
im Mitte] 32 cal in allen Versuchen. Alle Bemiihungen, diese Un- 


stimmigkeit plausibel zu deuten, verliefen unbefriedigend, so daB es 
geraten erschien, die Messungen selbst noch einmal zu wiederholen. 
Hierbei stellte sich heraus, daB die absoluten angegebenen Werte, 
wegen cines bei den Messungen vorgekommenen technischen Versehens 
einer starken Korrektur bediirfen, indem sie mit dem Faktor 2,4 zu 
multiplizieren sind und daher im Mittel nicht 32 cal, sondern 77 cal 
bzw. pro Mol Hexosediphosphorsiure 14000 cal betragen. Bei Wieder- 
aufnahme der Messungen ergab sich, daB ein fiir die Abgleichung der 
Dekaden des Kompensationsapparates bei der Eichung der Thermo- 
elemente benutzter Rheostat im kompensierenden Akkumulatorkreis 
wahrend der friiheren Messungen versehentlich abgeschaltet war, 
wodureh der Kompensationsstrom 2,4mal so groB war wie wahrend 


der Eichung. 
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Methodik. 


Kine groBere Zahl neuer Messungen iiber die negative Spaltungswiirme 
der Hexosediphosphorsaure wurden bei 40 und 20° ausgefiihrt, wobei 
sich wegen des bei 40° gréBeren Umsatzes doppelt so groBe Ausschlige 
erzielen lassen wie bei 20°. Die Ausfiihrung der Messungen entsprach der 
der zweiten Mitteilung. Die Eichung der Thermoelemente wurde bei 20 
und 40° durch Vergleich mit einem gepriiften Beckmann-Thermometer 
vorgenommen und dureh einen Rheostaten im Akkumulatorkreis eine 
Stelle der ersten Dekade des Kompensationsapparates 1,000° gemacht. 
In der Mehrzahl der Versuche wurde iiber das Bariumsalz durch fraktionierte 
Alkoholfillung gereinigtes Hexosediphosphat verwandt, das bei 100° in 
n HCl in 3 Stunden zu 94°, in 5 Stunden zu 98%, aufgespalten wurde 
und als nahezu rein anzusehen ist. Eine weitere Messung der Synthesewarme 
wurde mit einem iiber die Bisulfitverbindung gereinigtem Praparat von 
dioxyacetonphosphorsaurem Barium gemacht, waihrend wir in der vorigen 
Arbeit die Lésung des Dioxyacetonbisulfits nach Oxydation zum Sulfat 
direkt verwandt haben. Auch bei den neuen Messungen wurde stets in 
einem KontrollgefiB eine gleiche Menge Muskelextrakt in Phosphatlésung 
eingeblasen und die dabei auftretende negative Warme (etwa entsprechend 

0,004°) von der Reaktionswarme abgezogen. 


Die Ergebnisse sind in Tabelle 1 wiedergegeben. 


Tabelle I. Negative Spaltungswarme der Hexosediphosphorsaure, 








3 3 ob a —— = 4 
$5/ 6 S Zu- al = 
Nr.||}2 &) 33 & te Anderung | nahme = 3 
Si = | & | costes a alkalt |anorga- 3 - 
an eh wena verseif- |nisches = = 
j aa ‘i baren P Phos- = 
°C cem | Min phat 
1 || 40 (51,5! 22 || 97 + 23,15 | 1,4 | — 0,0515 0,003 — 2,74 93 
2 40 |52 33 100 + 21,6 15 ||— 0,042 0,003 — 2,22 —S31 
3 40 50,3 54 92 + 22,5 2.6 - 0,046 0,002 — 2,54 89 
4 40 525 38 95 + 23,85 22 —0,048 --0,0065 — 2,29 75 
5 40 50.7) 88 124 + 26,5 2.8 — 0,0495 — 0,0045 2.51 |\— 74 
6 40 51,0 388 | 115 + 24,9 1,7 |— 0,050 —0,004 |\—2,71 |— 85 
7 40 51 82 || 111 + 24,4 1.7 |— 0,0545| — 0,0025 |— 2.91 |\— 94 
8 40 52 30 127 + 23,1 1,8 0,044 -0,002 — 2,40 92 
Durehschnitt : 85 
9 | 20 |50,3; 28 | 112 + 11,6 0,4 |— 0,023 0,003 |— 1,105 — 75 
10 20 52,4 28 114 + 11,8 0.1 —0,024 —0,003 - 1,205 — 80,5 
11 20 50,2 44 113 + 11,5 0 — 0,023 0,0035 —1,08 — 74 
Durchschnitt: — 76,5 


12 20 51,0 44 544* — 458 0 +0068 +0,006 +414 + 71,5 

* Dioxyacetonphosphat. 

Sie stimmen mit den aus den friiheren Messungen umgerechneten 
Reaktionswarmen sehr genau iiberein. Der Durchschnitt bei 40° (acht 
Messungen der Spaltungswarme) ist — 85 cal, bei 20° (drei Messungen) 
— 76,5 cal und etwa ebenso groB ist die Synthetisierungswarme bei 20°. 
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Wenn auch der Unterschied zwischen 40° und 20° nicht mit Sicherheit als 
real anzusprechen ist, wurde er im gleichen Sinne auch in den alteren 
Messungen festgestellt, indem sich bei 20° dort in vier Messungen 70, 
70, 74 und 74 cal berechnet, bei 40° in zwei Messungen 96 und 84 eal. 
Vielleicht riihrt dieser Unterschied daher, daB bei 40° eine gewisse 
Abspaltung von anorganischem Phosphat stattfindet (vgl. Spalte 7), 
die man auf nachtraglichen Zerfall der entstandenen Dioxyaceton- 
phosphorsaéure beziehen muB. Wenn diese Abspaltung selbst wirmefrei 
verlaufen sollte, so miiBbte, entsprechend einer Mehrbildung von 6 bis 
10°,, Triosephosphat, der Durchschnittswert statt zu 85 zu 79 cal an- 
gesetzt werden. Auch nach Anbringung dieser Korrektur wurde der 
so erhaltene Mittelwert fiir alle Messungen, der etwa 78 cal pro g Hexose 
oder 14000 cal pro Mol betriige, ein wenig gréBer sein, als er sich aus 
der Temperaturabhangigkeit der durchschnittlichen A ,-Werte berechnet. 
Nun sind jedoch auch die K7-Werte fiir die einzelInen Temperaturen 
nicht vollstandig konstant, sondern, wie in einer folgenden Arbeit 
naiher gezeigt wird, von der Fermentkonzentration, von Salzzusatzen 
und auch etwas von der Substratkonzentration abhangig. Insbesondere 
verkleinert Erhéhung der Substratkonzentration die Gleichgewichts- 
konstante bei tiefen Temperaturen starker als bei hohen. So kommt 
es, daB bei der hohen Substratkonzentration der Warmeversuche 
(etwa 30. 10-° mol.) log K yoo — log Kooo gréBer ist als bei Benutzung der 
durchschnittlichen A p-Werte, indem Kg) = 4,55. 10-8, Ay, hier 1,0. 10-3ist 
und log Ay — log Ky) = 0,66.  Damit wird Q = 138800 cal (pro 1g 
Hexose 77 cal). Wenn auch auf die so erzielte zahlenmabige Uberein- 
stimmung kein tibertriebenes Gewicht zu legen ist, folgt jedenfalls, 
da innerhalb der Schwankungsbreite der enzymatischen Gleich- 
gewichtskonstanten die gemessenen und die aus der Isochorengleichung 
berechneten Warmeténungen zusammenfallen. Die an die scheinbaren 
Unstimmigkeiten friiher von uns und auch von anderen! gekniipften 
MutmaBungen sind damit natiirlich hinfallig. Der tatsichliche Energie- 
unterschied fiir die gelésten Verbindungen von etwa 80 cal pro g ist 
nun in bester Cbereinstimmung mit der friiher von Iwasaki? be- 
stimmten Differenz der Garungswarmen von Hexose und Dioxyaceton 
(— 75cal) wie auch mit der ausden Daten von Kobel und Roth? berechneten 
Differenz der Verbrennungswarmen von geléster Glucose und Dioxy- 
aceton (— 99 cal). (Die letztere Differenz wurde in unserer friiheren 
Mitteilung irrtiimlich zu -—- 37 cal berechnet. Tatsachlich vergréBert 
sich die Differenz der Verbrennungswarmen (68 cal) durch die nega- 
tiven Lésungswarmen). 


! Jacobsohn, diese Zeitschr. 274, 167, 1934. 2 Ebenda 2038, 237, 
1928. 3 Ebenda 208, 159, 1928. 











Eine Studie zur Methodik der Blutzuckerbestimmung 
mit besonderer Beriicksichtigung des sogenannten 
gebundenen Zuckers. 

Von Herbert Braun. 

(Aus dem Pathologischen Institut der Universitit Miinehen. ) 
(Eingegangen am 22, November 1954.) 


Mit 3 Abbildungen im Text. 


Unterwirft man enteiweiBtes Blut, Serum oder Plasma einem 
Reduktionsverfahren, so erhalt man einen Reduktionswert, der be- 
kanntlich als Glucose berechnet wird. Hydrolysiert man dasselbe 
Serum vor der EnteiweiBung, d. h. kocht man es mit Sauren, so wird 
der Reduktionswert héher. Den erhaltenen Reduktionszuwachs  be- 
trachtet man als Ausdruck fiir die Menge des ..gebundenen Zuckers”, 
wobei keineswegs feststeht, dab es sich wirklich um Zucker handelt. 
Man stellt sich dabei vor, daB ein reduzierender Korper an irgendeine 
Substanz des Serums gebunden ist und daB nach Lésung dieser Bin- 
dung ein erhéhter Reduktionswert zum Vorschein kommt. Im voraus 
sei bemerkt, daB das. was wir als freien Zucker bezeichnen, mit grober 
Wahrscheinlichkeit wirklich Glucose ist, daB aber diese Anschauung 
auch heute noch nicht unwiderleglich feststeht. 

Bei der groBen Bedeutung, die ein gewissermaben verborgener 
Zucker fiir den Kohlenhydratstoffwechsel des Gesamtorganismus hat, 
ist es der Mithe wert, dem Problem naher zu treten. 


Seit Lepinés Arbeiten iiber den ,sucre virtuel’* beschaftigten sich eine 
groBe Reihe Autoren mit dem .,gebundenen Zucker’. Eine Zusammen- 
fassung tiber das Problem hat Grevenstuck (1) gegeben. [Thm ist die Sammlung 
und kritische Wiirdigung der weit verstreuten Literatur, hauptsachlich 
franzésischer, italienischer und amerikanischer Autoren zu danken. Greven- 
stuck schligt die Abkiirzung ,,Hy. 8.“° (hydrolysierbare Substanz) vor fiir 
alle Substanzen, die nach der Hydrolyse stairker reduzierend wirken als 
vorher, also fiir das, was wir in dieser Arbeit als gebundenen Zucker be- 
zeichnen. Mit Zucker haben diese Substanzen vor allem das Reduktions- 
vermégen gemeinsam. Das Vorkommen des gebundenen Zuckers wird von 
verschiedenen Autoren auch ganz geleugnet, doch sind hier spater zu be- 
sprechende Hinwande beziiglich der angewandten Methodik zu machen. 

Die Frage der Restreduktion sei hier nur kurz gestreift. Man versteht 
darunter den Reduktionswert, der sich auch nach der Vergarung noch 
findet. Nach Otto (2) betragt die reduzierende garfahige Substanz des Blutes 
nur ein Drittel, nach Fe7gl (3) ein Fiinttel der vorhandenen reduzierenden 
Stoffe. Diese Restreduktion wird als Beweis datiir aufgefaBt, da das, 
was man auf Grund der Reduktionsmethoden als Zucker zu bezeichnen 
gewohnt ist, nur ein Gemenge von reduzierenden Substanzen darstellt. 
Mit der Frage der Restreduktion beschiftigten sich auch Luttkens und 
Landgren (4). 
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Zur Orientierung iiber die Restreduktion sowie iiber das gesamte 
Problem des gebundenen Zuckers diene folgende schematische Ubersicht 
aus Handb. d. norm. u. pathol. Phys. (5): 


Glucose (vergirbar) 
ev. Maltose 

0,05 bis 0,07% 
Freier Zucker Kreatin 0,0007 bis 0,003°,,, 
0,08 bis 0,1% Kreatinin 0,001 bis 0,0015%, 
7 Harnsiure 0,001 bis 0,0015%, 
Hexosephosphorsaure 0,001%, 
Ergothionein 0,0005 bis 0,0025° 
Glutathion etwa 0,005°,, 
Glucuronsiure, ey. Lactose 


Restreduktion 
0,01 bis 0,03 % 


Totalreduktion nach 
Saurehydrolyse Glykogen 0,018 bis 0,03°,,, 
andere Polysaccharide, 
Glykoproteide, 
Hexosephosphorsaure, 
gepaarte Glykuronsauren, 





y , y 1 Q- 
gebundene r Zucker : Kiweib ev. Lactose und 
zucker latenter Zucker Maltose 


(0,03 bis 0.13 “%) 


Ganz unabhingig von diesen Ergebnissen wurde von Dannmeyer, 
Hartleb und Schubert (6) ein gebundener Zucker im normalen menschlichen 
Blut, und zwar im Alkohol-Atherextrakt des Serums, nachgewiesen. Von 
vornherein schien hier das Vorkommen von Traubenzucker ausgeschlossen. 
Bei spektralanalytischer Untersuchung ergab sich anfangs eine starke 
selektive Absorption, die nach Bestrahlung mit der Hanauer Lampe ver- 
schwand. Auf Grund der spektralanalytischen Befunde nahmen diese 
Autoren an, da hier ein Zucker ,,in noch unbekannter Weise an eine un- 
bekannte Substanz‘‘, wahrscheinlich eine niedermolekulare Fettséure, 
gebunden sei. Die Fehlingsche und die Phenylhydrazinprobe waren nach 
der: Bestrahlung schwach positiv. ,, Der Befund erwies sich als reproduzierbar, 
doch sind die Mengen zu klein, um eine quantitative Analyse durchzufiihren.* 
Die selektive Absorption war nach Ansicht dieser Autoren durch die Bindung 
der Glucose entstanden, denn Glucose in freiem Zustande zeigt nur eine 
kontinuierliche, keine selektive Absorption. Im Blute Gesunder konnten 
die erwihnten Autoren die Teilbanden des Traubenzuckers feststellen, 
wahrend sie im Blute Carcinomkranker die Grundkurve von den Teilbanden 
der Milch- bzw. Fumarsiure tiberlagert fanden, also den Abbau Glucose- 
Milchséiure-Fumarsiure feststellten. Einen ahnlichen Befund wie Dannme yer 
hatte Pavy (zit. nach 1), der alkoholischen Blutextrakt mit Saéure hydro- 
lysierte und im Hydrolysat eine um 30% erhéhte Reduktion fand. 

Es ist uns leider nicht gelungen, diese Ergebnisse zu reproduzieren. 
Wir konnten nie im Alkohol-Atherextrakt des Serums nach Bestrahlung 
mit ultraviolettem Licht eine eindeutig positive Phenylhydrazinprobe 
erhalten. Wir vermochten trotzdem die Befunde von Pavy und be- 
sonders die spektrographisch gewonnenen von Dannmeyer nicht ab- 
zulehnen, da es sich im Verlauf der Arbeit gezeigt hat, daB die Methode 
von ausschlaggebender Bedeutung ist, und iiber die genauere Her- 
stellung der Alkohol-Atherextrakte ist uns nichts bekannt. Um auf das 
Problem naher einzugehen, ist eine kurze Besprechung der iiblichen 
Methodik der Identifizierung des Zuckers im Blute notwendig. 





e 
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Die meisten Zuckerbestimmungsmethoden beruhen aut dem Reduktions- 
vermégen der freien Glucose. Diese Ejigenschaft haben aber zahllose 
andere im Blute vorkommende Substanzen, z. B. neben einigen redu- 
zierenden Zuckerarten Aceton, Kreatin, Kreatinin, Harnsiure, Ameisen- 
saure, Aminosduren (s. Tabelle S. 434). Ebensowenig hat die Vergirbarkeit 
die entscheidende Bedeutung, die ihr friiher zugemessen wurde, denn auber 
Glucose zeigen eine Reihe von Zuckern und anderen Substanzen alkoholische 
Garung. Nach Stepp (zit. nach 1) stimmen Polarisations- und Garwerte 
gut miteinander iiberein, die Reduktionswerte sind aber meist héher. Dies 
wirde datiir sprechen, da andere Substanzen neben der Glucose einen Teil 
des Reduktionsvermégens auf sich nehmen, Substanzen, die optisch inaktiv 
und nicht vergarbar sind. Mittels Polarisationsmethoden konnten wir in 
enteiweiBten Serumfiltraten, wohl infolge der Schwierigkeit der restlosen 
Entternung des EiweiBes, keine iibereinstimmenden Werte erhalten. Auch 
gegen die Phenylhydrazin- und gegen die Farbstoffmethoden fiir den 
Nachweis der Glucose sind Einwande zu erheben. 

Man kann sich dem Eindruck wohl] nicht entziehen, daB es zwar 
eine groBe Reihe von Hinweisen gibt, daB es sich bei der reduzierenden 
Substanz des Blutes um Glucose handelt, dal} aber ein sicherer Beweis 
dafiir nicht gegeben ist. 

Zur Hydrolyse verwendeten die meisten Autoren Schwefelsaure, Flu - 
siiure oder organische Sauren, teils im Autoklaven, teils am RiickfluBkiihler 
unter Variation von Starke und Dauer der Erhitzung sowie der Konzentra- 
tion der Sauren, um die maximale Ausbeute an vermehrter Reduktion zu 
erhalten. Wir stellten auf Grund einer Reihe von Vorversuchen fest, daf 
eine zweistiindige Erhitzung auf dem Olbad am RiickfluBkiihler nach 
Zusatz von 0,25 cem konz. Schwefelsiure zu leem Serum den gréBten 
Reduktionszuwachs brachte. Nach 1 Stunde ist nahezu der Endwert 
erreicht. Durch eine zu lange Erhitzung und zu hohe Saurekonzentrationen 
kénnen jedoch wieder Verluste an reduzierender Substanz auftreten. Auch 
reine Glucoselésungen verlieren durch sehr langes Kochen einen Teil ihres 
Reduktionsvermégens. Da einzelne Autoren nach Saurehydrolyse iiber- 
haupt keine vermehrte Reduktion finden, ist auf eine Art der Hydrolyse 
zuriickzufiihren, bei der unter Anwendung zu hoher Temperaturen und zu 
langer Zeit die reduzierenden Substanzen vollstandig zerst6ért wurden, 
oder darauf, daB ungeniigende EnteiweiBungsverfahren angewendet wurden. 

Als wichtiger Teil der Methodik sind noch die EnteiweiBungsmethoden 
zu besprechen. Unter ,,EnteiweiBung’ im hydrolysierten Serum ist dabei 
die Fallung der entstandenen EiweiBabbauprodukte zu verstehen. Die 
EnteiweiBung der Methode Hagedorn-Jensen war fiir unsere Zwecke nicht 
geeignet, da das kolloidale Zinkhydrat die durch die Hydrolyse entstandenen 
reduzierenden EiweiBabbauprodukte nur héchst unvollkommen entfernt. 
Nach einigen anderen Versuchen wendeten wir schlieBlich das Verfahren 
nach Patein-Dufeau'! als ein fiir unsere Zwecke geeignetes zur Ent- 
eiweiBung an. 

Unsere definitive Arbeitsmethode war folgende: Es wurde zweimal 
je 1 cem Serum 1. fiir die Bestimmung des freien, 2. fiir die Bestimmung 
des gebundenen Zuckers angesetzt. 1. und 2. werden mit je 1 ecm Aqua 

1 Leider erst nach Fertigstellung der Arbeit erfuhren wir, daB die 
Mercuri-acetatmethode der EnteiweiBung mit dem Reagens Patein-Dujeau 
iiberlegen ist (s. bei C. Newberg, Der Harn, 1911, 8. 49 und 333). 
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dest., dann mit je 0,25cem konz. Schwefelsiure versetzt und beide 
mit Aqua dest. auf 10 cem aufgefiillt. 1. wird sofort genau neutralisiert 
und dann beiseite gestellt, 2. wird in einem Rundkélbchen auf dem 
Paraffinbad 2 Stunden eben siedend gehalten und dann wie 1. neutra- 
lisiert. 1. und 2. werden nun gleich weiterbehandelt: Unter Umschiitteln 
gibt man 1,6 cem Reagens Patein-Dufeau zu, neutralisiert bis zur leichten 
Alkalitét und gibt dann 5 'Tropfen Essigsiure zu. Dann wird filtriert 
und in das Filtrat zur Fallung des Quecksilbers H,S eingeleitet und zur 
Vertreibung der H,S Luft durchgeleitet. Die Losung wird auf 50 ccm 
aufgefullt und davon 5 cem entsprechend 1 cem Serum zur Reduktions- 
bestimmung, die wir nach Hagedorn-Jensen durchfiihrten, verwendet. 
Da diese Methode im alkalischen Gebiet arbeitet, unsere Lésung aber 
schwach sauer ist, werden noch 2 cem n 10 NaOH zugesetzt. Die Reduk- 
tionszunahme von Lésung 2 gegeniiber Loésung | ist unser ,,gebundener 
Zucker, berechnet als Glucose. Die Entquecksilberung lieBe sich 
auch durch Schiitteln mit Zinkstaub erreichen, dabei muB man jedoch 
sehr scharf neutralisieren, da sonst reduzierende Zinkverbindungen 
entstehen. Wir zogen die Schwefelwasserstoffmethode vor. 
Die Ergebnisse waren im einzelnen folgende : 


Ergebnisse. 
Normal (14 Fille). 





Zucker (mg-9'o) 


Zucker (mg-° ») 


aa ge- = sak 
frei bunden 8esamt frei 


edeade gesamt 
Ruhe—Niichtern 89 50 139 | Leichte Verletzung 71 111 182 
= - 72 ~=«106 178 64 129 193 
Arbeitsversuch . |} 118 139 | 257 ; 50 83 133 
Selbstversuch . 69 148 79 , . 61 161 100 
Gonorrhoe, . . 78 95 173 ms . 66 134 68 
Pe wee 66 = =110 176 3 ‘ 86 178 92 
Q 71 78 149 72 156 84 





Gebundener Zucker im Mittel: 95 mg-°%. 


Verschiedene Krankheiten (15 Falle). 





Zucker (mg-°/) Zucker (mg-°/,) 
ge- re- 


frei bun- & frei bun-| .' 
den samt den samt 


Re 
ge ge- 


Nephritis. . . . 64 941158] Uramie. ..... . || 98! 165 | 268 
* ee 5% 120 207] Arteriosklerose. . . . 64 122) 186 
. 149 261] Apoplexie. .....), 99, 85 184 
90 167] Hypertonie .....) 143) 59 202 
120 | 222] Uleus ventr.. . . . . || 121 | 160 | 281 
J pd ete 130 | 220] Bartholinitis. . . . . | 73), 78) 151 
a +Gicht . 113 122 235] Lungentuberkulose . . 92 162 255 
- + Gelenk- 
rheumatismus. . 71 | 137 | 208 


Gebundener Zucker im Mittel: 120 mg-%. 
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Carcinom (17 Falle). 





Zucker (mg-9/,) Zucker (mg-° 9) 


ge- 
bunu- 
den 


ge- 
frei bun- 
den 


samt samt 
Ovarial-Ca . . . . ) oC} 3974 Magon-Ca o6. 6 wu 147 243 
255 ‘ cette: ca é 171 239 
‘ e,? ea 233 PS ee Sumer ¢ 165 259 
Portio-Ca ..... «> ‘ 28 226 " re 134 235 
mn Sr > caine S6 56 242 ‘a ere eet $9 162 251 
ehh te 202 |] Rectum-Ca ..... 134 218 
Portio- + Cervix-Ca 75 25 200] Lungentumor .. ; 205 349 
Uterus-Corpus Ca. 53 75 | 128 . ris ees 92 187 255 
Nach mamma-Ca- 
Operation ... 89 | 110 | 199 


Gebundener Zucker im Mittel: 143 mg-°®,. 





Diabetes (7 Faille). 





Zucker (mg-° 9) Zucker (mg-° 


ve- 
Ct 


frei bun- 
samt 
den 


ge- 


Leichter Diabetes . 194 116 310] Schwerer Diabetes 27% 

Mittelschw. Diabetes S87 117 204] Basedow + Diabetes. 3 «145 
t 187) = 88). 225) Leukamie + Diabetes . 25 136 
* 184, 95 279 





Gebundener Zucker im Mittel: 105 mg-%. 

Betrachten wir zunachst die mit normalen Seren erhaltenen Ergeb- 
nisse, um so die normalen Grenz- und Durchschnittswerte zu finden. 
Unter AuBerachtlassung der ganz aus der Reihe fallenden Werte von 
50 und 139 finden wir die Zahlen fiir gebundenen Zucker beim Normalen 
zwischen 78 und 129. Die Schwankungen scheinen zwar betrachtliche 
zu sein, aber man bedenke, da schon fiir die klinische Beurteilung des 
freien Zuckers Grenzwerte von 60 bis 120 angegeben werden. Als Mittel- 
wert fiir normales Serum ergibt sich aus unseren Versuchen 95 mg-°,, 
was wir als Grundlage fiir die Beurteilung der Ergebnisse aus normalen 
Seren nehmen wollen. Da der freie Zucker beim Carcinom im all- 
gemeinen erhéht ist, wie Grevenstuck, Bierry u. a. feststellten, konnten 
wir nicht bestatigen. Wir fanden nur in einem Falle eines Lungentumors 
einen nicht sehr erhéhten freien Zucker (144), alle iibrigen Werte liegen 


sogar unter der oberen Norm. Der gebundene Zucker dagegen ist im 
> ; fod 


Durehschnitt mit 143 mg-°, beim Carcinom bedeutend héher als beim 
Normalen und auch deutlich héher als beim Diabetes und bei ver- 
schiedenen Krankheiten. Dagegen schwanken die einzelnen Werte in 
ziemlich weiten Grenzen. Bei Diabetes ]aBt sich aus unseren sechs 
untersuchten Fallen zunachst nichts Charakteristisches  feststellen. 
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Der Gesamtzucker ist natiirlich hoch, entsprechend dem hohen freien 


Zucker, der gebundene Zucker ist im Durchschnitt etwas héher als beim 
Normalen. Kine Beziehung zahlenmaBiger Art ]aBt sich an unseren 
Fallen zwischen freiem und gebundenem Zucker nicht feststellen. 


Nach einigen Autoren besteht jedoch eine solche Abhangigkeit, und 
zwar so, daB, je héher beim Diabetes der freie Zucker ansteigt, desto weiter 
der gebundene Zucker absinkt und daB schlieBlich bei Werten von 500 bis 
600 mg-°, fiir freien Zucker der gebundene Zucker ganz verschwindet. 
Condorelli und Caltabiano (zit. nach Grevenstuck, 8.197) fanden im.-Diabetiker- 
blut, allerdings nach kurzdauernder Hydrolyse, oft wenig, zuweilen gar 
keinen gebundenen Zucker. Die gleichen Autoren konnten durch Insulin- 
injektionen den gebundenen Zucker von 0 auf betrachtliche Werte ansteigen 
lassen. Durch den Zuckerstich kann man nach Condorelli den gebundenen 
Zucker zum Verschwinden bringen, wahrend der freie Zucker ja bekanntlich 
ansteigt. In diesem Zusammenhang seien auch die Versuche ordets er- 
wihnt (zit. nach Grevenstuck, 8.193): Bordet spritzte einem Hunde eine 
hypertonische NaCl-Lésung, die 30°, Glucose enthielt, intravenés ein und 
beobachtete schon nach 5 Minuten eine betrachtliche Steigerung des ge- 
bundenen Zuckers. Daraus geht wohl ziemlich eindeutig hervor, da® zu- 
gefiihrte Glucose im Blute sehr rasch in den gebundenen Zustand iib er- 
gefiihrt wird. Bringt man diese Versuchsergebnisse in Beziehung zuein- 
ander, so kénnte man wohl zu dem SchluB kommen, dah der Diabetiker 
nicht mehr imstande ist, den freien Zucker in die gebundene Form iiber- 
zufiihren und kénnte daraus bestimmte SchluBfolgerungen iiber das Zu- 
standekommen des Diabetes ziehen, deren Formulierung erst auf Grund 
ausgedehnter Versuche erlaubt ware. 

Aus den Ergebnissen iiber die 15 Falle verschiedener Erkrankungen 
laBt sich wenig Sicheres entnehmen. Der Vergleich mit den normalen 
Werten zeigt eine im Durchschnitt wesentlich geringere Vermehrung 
des gebundenen Zuckers als beim Carcinom. VerhaltnismaBig hohe 
Werte weisen vor allem die Nierenerkrankungen auf, darunter einen 
sehr hohen ein Fall von Uraimie. Auch Bordet und andere Autoren 
haben sehr hohe Werte fiir verschiedene Arten von Nierenerkrankungen 
erhalten. 

Das Wichtigste und auch praktisch Bedeutungsvollste bei dem 
ganzen Problem scheint uns das Verhalten des gebundenen Zuckers 
beim Carcinom zu sein, und zwar besonders im Hinblick auf die von 
Warburg (7) aufgedeckten Beziehungen zwischen Tumor und Kohlen- 
hydratstoffwechsel. Das fiir uns Wesentliche der Warburgschen Ergeb- 
nisse ist kurz folgendes: 

Das charakteristische fiir die Tumorzelle ist nach Warburg, daB sie sich 
nicht durch gewohnliche Atmung, sondern durch Glykolyse, d. h. eine ohne 
O,-Verbrauch vor sich gehende, energieliefernde Spaltung von Glucose in 
Milchsiure ernahrt, und zwar auch dann, wenn durch Anwesenheit von 
O, eine oxydative Ernahrung méglich ware. Diese in vitro gemachten 
Feststellungen fanden ihre Bestatigung in dem biochemischen Verhalten 
des Tumors im lebenden Tier: Der Glucosegehalt der Tumorvene war im 
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Verhaltnis dreimal geringer als der einer Organvene, verglichen mit dem 
Glucosegehalt der jeweiligen Arterie. Dagegen wird in der Tumorvene 
wesentlich mehr Milchséure gefunden als in der entsprechenden Arterie, 
wahrend bei Organen die Vene immer weniger Milchsaéure enthalt als die 
Arterie. Der Tumor braucht also wesentlich mehr Glucose als ein Organ 
und scheidet dementsprechend auch eine reichliche Menge Milchsaure aus. 


Kin solcher grob vom Normalen abweichender Stoffwechsel muBb 
notwendig auch seine Spuren im Gesamtbild des Stoffwechsels hinter- 
lassen. Zwar ist durch neuere Untersuchungen gezeigt worden, dab 
auch normale Gewebe unter gewissen Bedingungen eine aerobe Glykolyse 
zeigen kénnen, aber durch Warburgs Untersuchungen ist doch zum 
mindesten ein Hinweis gegeben worden auf besondere Beziehungen 
zwischen Tumor und Kohlenhydratstoffwechsel. Ware es nicht méglich, 
daB unser gebundener Zucker bei diesem Stoffwechsel etwa so beteiligt 
ist, daB er als Transportform der Glucose dem bei Carcinom vermehrten 
Bedarf sich anpassen miiBbte ?  Biirstenbinder (8) nimmt an, da zur 
Deckung dieses Bedarfs ein Carcinom als notwendige Voraussetzung 
einen Diabetes haben miiBte. Eine solche vom klinischen Standpunkt 
wohl zweifellos unrichtige Annahme wire unnétig, wenn wir unseren 
beim Carcinom ja vermehrt vorhandenen gebundenen Zucker als Quelle 
des vermehrten Kohlenhydratverbrauches betrachten. Mit gutem 
Recht kénnte man eine solche Annahme allerdings erst machen, wenn 
man einerseits die Vermehrung des gebundenen Zuckers beim Carcinom 
immer fande und sie andererseits bei anderen Krankheiten nicht vorkame. 
Beides ist jedoch nicht der Fall. Dabei ist jedoch die schon oben naher 
besprochene Unzulanglichkeit unserer Untersuchungsmethoden zu_be- 
denken, die ja keine Identifikation, sondern nur die quantitative Be- 
stimmung eines Gemisches von reduzierenden Substanzen gestattet. 
Es ist wohl denkbar, daB sich bei Verbesserung der Untersuchungs- 
methoden eine Spezifitat des gebundenen Zuckers bzw. einer Fraktion 
desselben fiir Carcinom finden lieBe. 

Nach Freund-Kaminer (9) soll das Serum von Carcinomkranken im- 
stande sein, einen ,,gebundenen Zucker‘, naimlich das Glykogen, zu spalten, 
wahrend diese Fahigkeit dem normalen Serum abgehen soll. Unsere Ver- 
suche in dieser Richtung zeigten jedoch, daB auch normales Serum glykogen- 
spaltend wirkt. Eine Spezifitaét des Carcinomserums nach dieser Richtung 
konnten wir also nicht finden. 


fs bleibt als Hauptfrage unseres Problems: Was ist chemisch 
,.gebundener Zucker’ und an welche Fraktion des Serums ist er ge- 
bunden ? 

Zur zweiten Frage ergab sich aus einer Reihe von Versuchen, dab 
die Hauptmenge des gebundenen Zuckers an der EiweiBfraktion des 
Serums haftet. Eine gré6Bere Reduktionszunahme auch im EnteiweiBten 
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fand sich nur in einigen Fallen von Diabetes. Diese Ergebnisse stimmen 
mit den Resultaten verschiedener Autoren nicht ganz iiberein. Siehe 
Grevenstuck (S. 39). 

Diese Autoren finden auch im EnteiweiBten eine Zunahme des Reduk- 
tionsvermoégens, allerdings bei Verwendung anderer EnteiweiBungsmittel 
als des von uns benutzten Quecksilbers. Andere Autoren bestreiten iiber- 
haupt, daB je das enteiweiBte Serum eine Reduktionsvermehrung durch 
Hydrolyse zeige. So bestehen auch hier wieder mancherlei Widerspriiche. 
die sicherlich auf die wechselnde Methodik der EnteiweiBung und der 
Hydrolyse zuriickzufiihren sind. Doch scheint festzustehen, daB die Haupt- 
menge des gebundenen Zuckers am Eiweif des Serums haftet. 

Schwieriger ist die weitere Untersuchung hinsichtlich des Ver- 
haltens der Globulin- und der Albuminfraktion des EiweiBes zum 
gebundenen Zucker. Einige Versuche in dieser Richtung ergaben 
keine einheitlichen Ergebnisse und auch in der Literatur finden wir 
dariiber keine iibereinstimmenden Angaben. Dab der Identifikation 
des gebundenen Zuckers grobe Schwierigkeiten begegnen, wurde schon 
bei Besprechung der Methodik ausfiihrlicher dargelegt. Die Schwierig- 
keit liegt vor allem darin, daB es kaum eine fiir die Glucose, die ja dabei 
sicherlich wenigstens mit im Spiele ist, absolut eindeutige Reaktion 
gibt. Das einzige fast, was sich sicher aussagen abt, ist ,,Reduktions- 
vermehrung™’. 

Uberblicken wir die Ergebnisse unserer Versuche sowie die Angaben 
der Literatur, so tritt hervor, daB bei den meisten Krankheiten das 
reduzierende Vermégen des Serums nach Hydrolyse, also unser ,,ge- 
bundener Zucker™ erhéht ist. In dieser Erhéhung diirfen wir vielleicht 
weniger ein pathognomonisches Zeichen fiir eine bestimmte Krankheit 
als den Ausdruck eines allgemein gestérten Stoffwechsels erblicken. 
Kine bessere EKinsicht diirfen wir erst erwarten, wenn wir nach der 
qualitgtiven Seite hin eine Vertiefung unserer Erkenntnisse erfahren 
haben. Zu diesem Zwecke haben wir die spektralanalytischen Methoden 


herangezogen. Es sei vorweggenommen, daB sie in bezug auf den Abbau 
von reiner Glucoselésung unter Alkalieinwirkung und iiber quantitative 
Beziehungen fast iiberraschende Aufklérungen lieferte. Sobald wir 
aber die Methode auf enteiweiBtes, hydrolysiertes oder nicht hydro- 
lysiertes Serum iibertrugen, versagte auch sie. Wir haben aber doch 
Anhaltspunkte gefunden, die bei Anwendung einer bestimmten Technik 
voraussehen lassen, dal} die Methode zur Klarung des angeschnittenen 


Problems beitragen kann. 


Spektralanalytische Versuche. 
Die Versuche mit den Reduktionsmethoden zeigten, daB im Serum 
durch Hydrolyse eine Reduktionsvermehrung auftritt. Die Frage, ob 
diese Erscheinung auf einen abgespaltenen Zucker zuriickzufiihren ist, 
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wurde dabei keineswegs gelést. Wir versuchten nun, mit der spektral- 
analytischen Methode dem Problem naherzuriicken. 

Verwendet wurde ein gréBeres Modell eines Ze/ssschen Spektrographen, 
unter Anwendung der Methodik nach Scheibe. Die Spektren wurden mit 
dem MefSmikroskop auf Intensitatsgleichheit ausgemessen und die er 
haltenen Werte wie iiblich auf Millimeterpapier aufgetragen. In einigen 
Fallen haben wir das Koordinatensystem der mathematischen Definition 
des Extinktionskoeffizienten angepaBt. Diese Darstellung hat den Vorteil, 
daB sie mit anderen, oft unter einfacheren Bedingungen gewonnenen Kurven 
unmittelbar vergleichbar ist. Man kann noch einen Schritt weiter gehen 
und die Gleichung des Extinktionskoeffizienten fiir eine bestimmte Kon- 
zentration nochmals logarithmieren. Diese Gleichungen zeigen, daB der 
Wert log ¢, wenn man von einer Konzentration ¢ zu einer von ¢, tibergeht, 
sich um einen festen Betrag andert, mit anderen Worten, dai alle Punkte 
der Kurve sich um einen bestimmten, immer gleichbleibenden Betrag 
heben oder senken, oder dafSi die Konzentrationsanderungen (ebenso wie 
die Anderung der Schichtdicke) eine additive GréBe darstellen. 

Mit dieser Methode, die haufig auf dem Gebiete der Konstitutions- 
forschung angewendet wird, hofften wir folgendes zu erreichen: 1. wollten 
wir damit die Absorptionsverhaltnisse einer reinen Glucoselésung fest- 
stellen, 2. Einblick in den Reaktionsablauf bei Trommer- und ahnlichen 
Proben gewinnen und 3. glaubten wir den Nachweis von Glucose in 
enteiweibten Serumfiltraten fihren zu kénnen. Wir méchten bemerken, 
daB wir auf die Arbeiten von W. Gabryelsky, L. Marchlewski (10) und 
die von Fischler, Hauss und Tdufel (11) ber Zuckerspaltung unter 
Alkalieinwirkung erst nach Beginn unserer Arbeiten von befreundeter 
Seite aufmerksam gemacht wurden. Reine Glucoselésungen zeigen in 
CUbereinstimmung mit Marchlewski, Hauss und Téufel sowie Henri, 
Shou und Fischer (12) nach unseren eigenen Erfahrungen keine selektiven 
Absorptionen, im Gegensatz zu Niederhoffs Ergebnissen. Ebensowenig 
bekamen wir selektive Absorptionen, wenn wir Zuckerlésungen mit 
alkalischem Kupfersulfat behandelten. Wir erhielten aber sofort sehr 


tvpische selektive Absorptionskurven, wenn wir 100 bis 260 mg-° jige 
Zuckerlésungen nach Behandlung mit Alkali erhitzten und dann 
spektrographisch untersuchten. Es zeigte sich, dab eine Spren- 


gung des Zuckermolekiils in zwei Dreikohlenstoffverbindungen ein- 
getreten war. 


Die Beobachtungen von E. Fischer fiihrten auch auf rein chemischem 
Wege zu dem SchluB, daB bei den durch OH-Ionen angreifbaren Zuckern, 
also bei allen eine freie Carbonylgruppe besitzenden, der Abbau des Molekiils 
zwangsliufig iiber C,-Gruppen fiihrt, wobei Methylglvoxal einstweilen am 
sichersten faBbar ist. Wir gewinnen mit der Kenntnis des Abbaues tiber 
3 C-Atomketten einen tieferen Einblick in die Mechanik und Kinetik des 
Reaktionsablaufes im alkalischen Medium. Es ist genauer zu sagen: Die 
Zucker reduzieren deshalb, weil sie unter Alkalieinwirkung Spaltprodukte 
bilden, die ihrerseits ein starkes Reduktionsvermégen zeigen. 
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Nach einer Reihe von Vorversuchen erhielten wir schlieBlich sehr 
konstante Kurven bei folgendem Verfahren: Die 100- bis 200 mg-°,ige 
Glucoselésung wird auf m/25 KOH gebracht und genau 10 Minuten 
in einem Wasserbad von 80 bis 85° gehalten, sofort kraftig gekiihlt und 
spektrographiert. 

Einen guten Einblick in diese Verhaltnisse gibt Abb. 1.  Kurve 2 
zeigt die Absorption einer reinen Glucose. Die Kurven 1, 3, 4 zeigen die 
Absorption einer 200 mg-°%igen Glucoselésung mit dem gleichen Volumen 
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Abb. 1A. Abb. 1B. 
1. 6,1°%/9ige Glucose + gleiches Volumen KOH nach 6., 7. und 9. sind 0,19/) Glucose, 
10 Min. bei 18°. 8. 0,159’) Glucose, alle auf m/25 
. 0,1%/oige reine Glucose. KOH gebracht. Dann wurde 
3. und 4. 0,2%/gige Glucose + gleiches Volumen KOH 6.2 OStd bei 379, 7. und 8. 
nach 4 bzw. 20 Std. 5 Min. bei 80 bis 859, 9. 10 Min. 
». 0,1%/oige Glucose auf m/25 KOH gebracht nach bei 80 bis 85° gehalten. 
10 Min. bei 80 bis 85°. 


nw 


2° iger KOH versetzt nach 10 Minuten, 4 Stunden und 20 Stunden bei 
Zimmertemperatur. Dieselben Ergebnisse bekamen wir bei systematischer 
Anderung der Laugenkonzentration bei gleichbleibender Einwirkungsdauer 
oder bei Anwendung héherer Temperaturen. Wichtig ist, daB bei Einhalten 
der gleichen Versuchsbedingungen stets ein und dieselbe Kurve reprodu- 
zierbar wird. Das gibt die Aufklarung, warum die einzelnen Zucker- 
bestimmungsmethoden unter sich stets gleichbleibende Resultate ergeben, 
aber zwischen den verschiedenen Methoden sich stets Differenzen zeigen. 
AuBer Charnass hat sich unseres Wissens noch niemand eingehender mit 
den Reduktionsmethoden bei Blutzuckerbestimmungen hinsichtlich der 
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Reaktionsbedingungen befaBt. Diese Verhaltnisse wurden in systematisch 
durchgefiihrten Untersuchungen iiber den Einflu8 der OH-Ionenkonzentra- 
tion und der Temperatur auf das Glucosemolekiil im wesentlichen geklart. 

Die in Abb. 1 gezeigten Anderungen der Absorptionskurven lassen 
sich leider heute noch schlecht deuten. Prinzipiell laBt sich aber nach 
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Abb. 2. 





10. und 11. O,1- bzw. 0,2°/sige Glucoselésung 
auf m/25 an KOH gebracht und 
10 Min. bei 80 bis 85° gehalten und 
in Abhiangigkeit von der Teilung 
des Bayli-Rohres gezeichnet. 

14. . 5. Sind die gleichen Kurven @n Ab- 
hingigkeit vom Extinktionskoeffi- 





zienten gezeichnet. 

16. . 17. Die gleichen Kurven in Abhingig- 
keit vom log des Extinktions- 
koeffizienten. 

12. . 13. Sind mit Eisen behandelte Glucose- 
lisungen von 40 bzw. 80 mg-®/». 
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Henrichs (13) folgendes sagen: Sind zwei Kurven genau parallel in 
tichtung der Ordinate verschoben, so handelt es sich um Konzentrations- 
veranderungen ein und desselben Stoffes. Sind die Kurven auch in 
der Abszisse gegeneinander verschoben, so kann man annehmen, dab 
es sich im wesentlichen um die gleiche Struktur des Stoffes handelt, 
daB aber Unterschiede in der Starke der wirksamen Affinitatskrafte 
bestehen. Ist aber der Kurventyp verandert, so liegen Verinderungen 
im Molekiil vor, seien diese nun rein sterischer oder chemischer Natur. 

Nachdem wir erreicht hatten, eine sehr charakteristische Absorptions- 
kurve mit einem Minimum von 284 bis 286 my und einem Maximum von 
239,5 bis 240 mu mit einem fast absolut gleichmaBigen Ablauf des Kurven- 
typs in den fiir Blutzuckerbestimmungen nétigen Konzentrationen von 
50 bis 200 mg-°, herzustellen, gingen wir dazu iiber, die quantitativen 
Verhaltnisse zu studieren. Es wurde eine 100- und eine 200 mg-°,ige Zucker- 
losung je zweimal spektrographisch aufgenommen, aus den sehr geringen 
Ditferenzen der Messungen das Mittel errechnet und die Kurven auf Milli- 
meterpapier aufgetragen (Abb. 2). Die Kurve wurde in drei verschiedenen 
Ausfiihrungen gezeichnet, auf der Ordinate wurde einmal log d, dann der 
errechnete Extinktionskoeffizient «, zuletzt der log « aufgetragen, um die 
verschiedenen Darstellungsarten zu zeigen. Wir nahmen nun die mit 
200 mg-°, Glucose erhaltene Kurve als unbekannt an und errechneten sie 
aus der anderen Kurve. Die berechnete Kurve war fast véllig identisch mit 
der durch Versuche gewonnenen Kurve einer 200 mg-° igen Glucoselésung. 

Wir versuchten nun, diese Methode auch auf die Glucose des Blut- 
serums anzuwenden. Wir glaubten, daB sich die sehr kraftige Absorption 
der vorbehandelten Glucose gegeniiber den KiweiBabbauprodukten im 
Diagramm durchsetzen wiirde und daB wir dabei Unterschiede von 
hydrolysiertem und nicht hydrolysiertem Serum erhalten wiirden, wie 
bei verschiedenen Konzentrationen der Glucose. 

Wir gingen dabei in folgender Weise vor: 10 cem Serum wurden 
hydrolysiert und nach Patein-Dufeau enteiweiBt. “Ebenso wurden 
10 cem des gleichen Serums ohne Hydrolyse enteiweiBbt, das Queck- 
silber gefallt, der Schwefelwasserstoff vertrieben und beide nach der 
oben beschriebenen Methode fiir die spektralanalytische Untersuchung 
vorbereitet. 

Die so erhaltenen Kurven (Abb. 3, 18 bis 21) zeigen zwar unter 
sich eine befriedigende Ubereinstimmung, sind aber sehr verschieden 
von den Zuckerkurven. Das Maximum ist nach rechts geriickt und liegt 
bei 300 bis 310 my (anstatt bei 284 my), das Minimum liegt bei 260 bis 
265 my (anstatt bei 240 my), die auf- und absteigenden Aste sind be- 
deutend steiler als bei Glucose, die Kurven iiberkreuzen sich, sie sind 
fiir die Zuckerbestimmung unbrauchbar. Es lag nahe, die Form der 
Kurven auf die im Filtrat zuriickgebliebenen Nitratverbindungen zu 
beziehen. Um diese Absorptionen auszuschalten, gaben wir in den zweiten 
Lichtstrahl eine blinde EnteiweiBung mit dem Reagens Patein-Dufeau 
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und erhielten mit diesem eine noch starkere, aber ganz gleichsinnige 
Absorption. Die Absorption des EnteiweiBungsreagens schligt die des 
Zuckers gewissermaBen tot. Ebensowenig brauchbar waren fur uns 
aus dem gleichen Grunde die EntweiBungsmethoden nach Hagedorn- 
Jensen und die mit Phosphorwolframsaure. Da wir im Verlauf dieser 
Arbeit sehr gute Erfahrungen mit der Fallung des EiweiBes mit Ferrum 
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Abb. 3 
18. bis 21. sind Sera nach Enteiweifung mit dem Reagens Patein-Dufeau ohne bzw. mit 
Hydrolyse. 22. ist zum Vergleich eine reine Glucoselésung, alle auf die be- 


schriebene Weise mit Alkali vorbehandelt. Die Absorption der Sera zeigt dabei 

einen von dem der Glucose ganz verschiedenen Typ der Absorption. 
23. und 24, sind Kurven von mit Eisen enteiweiften Seren. Diese zeigen bei 284 mu eine 

deutliche Zuckerabsorption. 
oxyd. dial. gemacht hatten, versuchten wir auch diese EnteiweiBung fur 
unsere spektralanalytischen Versuche anzuwenden. Wir machten 
zunachst Aufnahmen mit Glucoselésungen, die genau wie Serum mit 
dem kolloidalen Eisen behandelt worden waren. Bei diesen Aufnahmen 
(Abb. 2. Kurve 12 und 18) fallt der absteigende Ast der Kurve von 
240 bis 220my weg. Schalten wir aber in den zweiten Lichtstrahl 
Wasser, das ebenso behandelt war, kam dieser absteigende Ast wieder 
zum Vorschein, d. h. wir konnten den durch das Fallungsmittel hervor- 
gerufenen Ausfall wieder kompensieren. Es wurde einmal das Filtrat der 
Fallung aufgenommen, dann dieses Filtrat auf m 25 an KOH gebracht, 
10 Minuten bei 80 bis 85° gehalten und wieder aufgenommen. Das 
Minimum der Absorption lag bei 264mu, hat also eine ahnliche Lage wie 
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das der anderen enteiweiBbten Sera, das Maximum liegt genau bei 284 mu. 
Das Kurvenstiick zeigt zwischen den markierten Punkten genau den 
Verlauf einer Zuckerkurve, ist demnach eine in Erscheinung getretene 
Teilbande derselben. 

Aus diesen Versuchen ergibt sich, daB zur Untersuchung von 
hydrolysiertem und nichthydrolysiertem Serum hinsichtlich des Zucker- 
gehalts die spektralanalytischen Methoden nicht zu verwerfen sind. 
Es muB lediglich eine Form der Hydrolyse gefunden werden, bei der 
das Eiwei8 nur in groBe, fallbare Bruchstiicke abgebaut wird, bei der 
aber trotzdem die vermehrte Reduktion gefunden wird. Es mu8 weiter- 
hin ein’ Enteiweibungsmittel gefunden werden, das selbst im 
Filtrat keine Substanzen hinterlaBt, die eine starke selektive Ab- 
sorption zeigen, das aber dabei doch die Eiwei®bruchstiicke voll- 
stindig entfernt. 

Die Erfiillung dieser Forderungen ist nicht leicht und kann nur 
auf experimentellem Wege erreicht werden. Aber auch wenn sie ge- 
lingen sollte, so ist die Frage, ob die nach Hydrolyse vermehrt ge- 
fundene Reduktion auf einer blockierten Glucose beruht, nur bedingt 
gelést, denn die beschriebenen selektiven Absorptionserscheinungen 
sind eine allgemeine Eigenschaft der reduzierenden Zucker. 


Zusammenfassung. 

1. Es werden die von verschiedenen Autoren gegebenen Begriffe 
des gebundenen Zuckers zusammengestellt. In dieser Arbeit wird unter 
,gebundenem Zucker‘ verstanden die durch Hydrolyse, d.h. durch 
Kochen mit Sauren im Serum zu erzielende Vermehrung des redu- 
zierenden Vermdégens. 

2. Es wird eine Methodik der Bestimmung des gebundenen Zuckers 
angegeben und die mit dieser Methode erzielten Werte in pathologischen 
und in normalen Seren mitgeteilt. 

3. Die Hauptmenge des gebundenen Zuckers haftet am Eiweib 
und zwar am Globulin des Serums. 

4. Es werden selektive Absorptionskurven von reinen Glucose- 
lésungen in Konzentrationen, wie sie im Blute vorkommen, beschrieben. 
Diese Kurven sind innerhalb einer sehr engen Fehlergrenze fiir quanti- 
tative Bestimmungen zu brauchen. Diese Kurven geben ferner Einblick 
in den Abbau der Glucose mit Laugen. 


Es wurde versucht, die spektralanalytische Methode auf ent- 
eiweibte Serumfiltrate anzuwenden. Diese Versuche scheiterten zum Teil 
daran, daB entweder die Fallungsmittel im Filtrat oder die Eiweib- 
filtrate selbst starke selektive Absorption zeigten. Es sind jedoch 
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Anhaltspunkte dafiir vorhanden, da diese Methode fiir das an- 
geschnittene Problem erfolgreich ausgebaut werden kann. 


Fir die Uberlassung des Themas sowie fiir die freundliche Unter- 
stiitzung bei den spektrographischen Aufnahmen. bei der Auswertung 
und Deutung derselben sei Herrn Dr. Diez (Pathologisches Institut 
Miinchen) bestens gedankt. 
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Beitrige zur Physiologie iiberlebender Siugetierherzen. 

VIII. Mitteilung: 

Uber den Verbrauch yerschiedener Zuckerarten bei iiberlebenden Herzen von 

pankreasdiabetischen Katzen. 
Von 

Rudolf von Pomothy. 

(Aus dem physiologisch-chemischen Institut der kénigl.-ung. Universitat 

in Budapest.) 


(Eingegangen am 2, Dezember 1954.) 


Die in unserem Institut ausgefiihrten Arbeiten haben uns Auf- 
klarung tiber den Glucose-, Mannose-, Fructose- und Galaktoseverbrauch 
der tiberlebenden normalen Herzen, sowie iiber den Glucoseverbrauch 
der tiberlebenden Herzen diabetischer Tiere gebracht. Es ergab sich 
daher die Frage, ob und in welehem Ausma8 das diabetische Herz auch 
andere ihm dargereichte Zuckerarten verbraucht. Uber den Zucker- 
verbrauch an tiberlebenden Herzen pankreasdiabetischer Tiere fand 
ich in der Literatur nur Angaben uber den Glucoseverbrauch, wahrend 
iiber den Verbrauch anderer Zuckerarten keine Angaben vorliegen. 
Unter den Angaben, die sich auf den Glucoseverbrauch beziehen, waren 
fiir mich die wertvollsten, die Aszddi in seiner Publikation gegeben hat, 
da ich bei meinen Versuchen dieselben Apparate verwendete und mit 
geringen Abweichungen dieselbe Methode anwandte wie Aszddi. 


A. Methodik der Versuche. 


1. Das Verhalten der Tiere nach Pankreasexstirpation. In Athernarkose 
entfernte ich die Bauchspeicheldriise der Katzen nach der Methode, die 
Agsz6di in seiner Publikation (1) beschrieben hat. Schon am folgenden Tage 
zeigten sich an den Tieren mehr oder minder schwere Symptome der Zucker- 
krankheit. Da die diabetischen Tiere keine lange Lebensdauer aufweisen, 
nahm ich das Herz in der Regel schon am dritten oder vierten Tage heraus 
und fiihrte den Herzversuch nach der in Punkt 2 beschriebenen Methode aus. 
Um die Schwere des Diabetes festzustellen, kontrollierte ich den Blutzucker 
taglich mit Bangs Mikromethode und bestimmte quantitativ den Zucker- 
gehalt des gesammelten Harns. 

Bei meinen Versuchen wartete ich das Auftreten der von Aszdédi be- 
schriebenen schweren Krampfe (2) nicht ab, trotzdem aber gingen einige 
Tiere im Verlauf des schweren Diabetes ein, bevor ich noch den Herzversuch 
beginnen konnte. 


2. Der Herzversuch. Uber die Einzelheiten der Methode des Herz- 
versuchs verweise ich auf die Arbeiten von Aszé6di und Ambrus (3) und auf 
meine Publikation (4). Bei den vorliegenden Versuchen arbeitete ich mit 
denselben Zuckerarten, die ich schon friiher bei normalen Katzenherzen 
verwendet hatte, und zwar mit Glucose, Mannose, Fructose, Galaktose, 
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Lactose und Maltose. Den Zuckerverbrauch des Herzens bestimmte ich 
in drei Perioden, von denen jede 1 Stunde dauerte. Beim Durchwaschen 
des Herzens vor dem Beginn der Durchspiilung mit der betreffenden zucker 
haltigen Nahrlésung, ebenso beim Durchwaschen zwischen der ersten und 
zweiten bzw. zweiten und dritten Periode verwendete ich aus Griinden, 
die in meiner vorhergehenden Arbeit (4) angegeben sind, nicht zuckerfreie 
Tyrodelésung wie Aszédi, und Ambrus, sondern eine Tyrodelésung der- 
selben Zuckerkonzentration wie die verwendete Nahrlésung. Am Ende 
der dritten Periode nahm ich das Herz von der Aortenkaniile ab, wog 
es feucht und bestimmte dann auch das Gewicht der Trockensubstanz. 
Die Menge des verbrauchten Zuckers bezog ich auf 1 g Gewicht des feuchten 
bzw. lg des trockenen Herzens. 

Die Bestimmung der Konzentration der verschiedenen Zuckerarten 
fiihrte ich nach der Methode von Bertrana aus. Das EiweiB der Durch 
spilungsfliissigkeit entfernte ich mit der bei der Bangschen Mikromethode 
benutzten Extraktionslésung. Ich nahm gleiche Mengen der Durchspiilungs- 
fliissigkeit und der Bangschen Lésung und bestimmte den Zuckergehalt 
des Filtrates nach Bertrand. Den Zuckergehalt der Durchspiilungsfliissigkeit 
bestimmte ich natiirlich auch vor dem Beginn des Versuchs. 

3. Kontrolle der Versuche. Durch Leerversuche iiberzeugte ich mich 
davon, daB sich die Zuckerkonzentration der Durchspiilungsfliissigkeit nicht 
andert, wenn das Herz ausgeschaltet ist, sonst aber alle dem normalen 
Herzversuch entsprechenden Bedingungen eingehalten werden (Temperatur, 
Sauerstoffsattigung usw.). So war z. B. bei einem solchen Leerversuch die 
Traubenzuckerkonzentration vor der Durchspiilung 0,205°,, 2 Stunden 
nach der Durchspiilung betrug sie 0,203 °,. 

Um eine etwaige Einwirkung irgendwelcher Bakterien auf die GréBe 
des Zuckerverbrauches auszuschalten, fiihrte ich einige Versuche unter 
moglichst sterilen Bedingungen aus. Zu diesem Zwecke kam der Durch- 
str6mungsapparat auf 1 Stunde in einen Lufttrockenschrank bei 150°, 
Die bei diesen Versuchen erhaltenen Werte stimmen innerhalb der Versuchs- 
fehlergrenze mit den Werten der iibrigen Versuche iiberein. 

Zwischen die mit verschiedenen Zuckerarten ausgefiihrten Versuche 
schaltete ich von Zeit zu Zeit je einen Glucoseversuch ein (s. Tabelle 1). 
AuBerdem verwendete ich meistens in abwechselnder Reihenfolge solche 
Zuckerarten, von denen das Herz gréBere Mengen verbraucht, und solche, 
deren Verbrauch im Vergleich zu den anderen geringer ist. So versuchte 
ich alle in Betracht kommenden Moéglichkeiten (unbemerkte wenn auch 
unwahrscheinliche Veranderungen, die bei der Behandlung des Herzens 
oder bei der Ausfiihrung des Versuchs eintreten kénnen) auszuschalten, die 
eventuell die GréBe des Zuckerverbrauches beeinflussen kénnten. 


B. Versuchsergebnisse. 
Die gesamten Angaben, die sich auf die Versuche beziehen, sowie 
die Versuchsergebnisse selbst habe ich in der Generaltabelle zusammen- 
gefaBt. 


Versuche mit Glucose. Verwendet wurde Glucose ,,Kahlbaum* puriss. 
Der Zuckerverbrauch des iiberlebenden Herzens von pankreasdiabetischen 
Katzen betragt im Durehschnitt pro Stunde und Gramm des feuchten 
Herzens 4,6 mg, pro Stunde und Gramm des trockenen Herzens hingegen 
42,7 mg. Diese Werte stimmen unter Beriicksichtigung der Versuchsfehler- 
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grenze mit den Ergebnissen von Aszodi (1) (pro Gramm des feuchten Herzens 
4,1, pro Gramm des trockenen Herzens 34,0 mg) iiberein. ‘ 


In der Tabelle II stellte ich zu Vergleichszweeken die Durchschnitts- 
werte des Zuckerverbrauches von normalen und von pankreasdiabetischen 
Katzenherzen zusammen. Die Werte, die sich auf den normalen Verbrauch 
beziehen, stellen die Ergebnisse der in meiner vorhergehenden Verdéffent- 
lichung (4) publizierten Versuche dar. Diese Versuche wurden unter genau 
denselben Umstinden ausgefiihrt, wie die Versuche mit den pankreas- 
diabetischen Herzen, auch verwendete ich dieselben Zuckerpraparate. 
Wie aus der Tabelle hervorgeht, ist der Glucoseverbrauch des pankreas- 
diabetischen Herzens im Vergleich zum normalen um 28,1 bzw. 24,2 % 
kleiner. 

Betrachten wir die bei den einzelnen Versuchen erhaltenen Zucker- 
verbrauchswerte, so fallt uns beim 183. und 185. Versuch der relativ hohe 
Wert auf, beim 184. und 186. der relativ niedrige. Geniigende Aufklarung 
fiir die Griinde dieser Unterschiede geben uns die Untersuchungen von 
Blut und Harn. Bei den beiden zuerst erwaihnten Versuchen war der 
Zuckergehalt sowohl im Blute als auch im Harn relativ gering, es handelte 
sich daher hier nur um leichte Falle von Diabetes. Bei den beiden anderen 
Tieren zeigte sich hingegen das Bild eines schweren Diabetes: beim 184. Ver- 
such war der Zuckergehalt des Blutes sehr hoch (0,587), beim 186. hin- 
gegen die Zuckerkonzentration des Harns (9,5%), wobei aber auch die 
Zuckerkonzentration des Blutes héher war, als beim 183. und 185. Versuch. 


Tabelle I. 





Datum Nr. des 
des Versuchs Versuchs 


Datum Nr. des 


r 5 
Zuckera - Zuckerart 
Zuckerart des Versuchs Versuchs 


23.. 1X, 19382 190 Fructose 19. XII. 1933 194 Galaktose 
11. VIII. 1933 183 Glucose 20. I. 1934 188 Mannose 
30. IX. 1933 191 Fructose 14. I. 1934 189 » 

2. ee Aeoo 184 Glucose 22. V. 1934 195 Galaktose 
21. XI. 19383 192 Fructose 2. VI. 1934 185 Glucose 
27. XE. 19383 187 Mannose 11. VI. 1934 197 Maltose 
,2. XII. 1983 193 Galaktose | 18. VIII. 1934 186 Glucose 
9. XII. 1933 196 Lactose 





Tabelle II. 





Zuckerverbrauch im Mittel-|| Riiekgang | Zuckerverbrauch im Mittel i Riickgang 








werte simtlicher Versuche, || des Zucker- simtlicher Versuche, || ges Zucker- 
berechnet auf 1 Stunde | verbrauchs berechnet auf 1 Stunde | yerbrauchs 
oi und 1g feuchtes Herz \ beim pan- und 1g trockenes Herz || peim pan- 
wuckerar ; 4 aanikenen., || sreasdia- | r a kreasdia- 
bei | bei pankreas- ll Scatteahen bei bei pankreas- || betischen 
normalen | diabetischen |} Wnkeos normalen | diabetischen |) “yorzen 
Tieren Tieren bo ae Tieren Tieren i Sg 
mg mg i Oo mg mg } 9/9 
Glucose 6,4 4,6 28,1 56,3 42,7 24,2 
Mannose 4,1 2,1 48,8 36,9 17,5 52,6 
Fructose is 0,6 53,8 12,4 4.6 62,9 
Galaktose 1,0 0,6 40,0 9,0 4,8 46,7 
Lactose 0 0 0 0 0 0 
Maltose 0 0 0 0 0 0 
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Es ist daher leicht verstandlich, da diese beiden letzteren schwerer g 


a 
schadigten Herzen geringere Zuckermengen verbrauchten. 

Der zwischen Herzgewicht und Zuckerverbrauch feststehende gesetz 
maBige Zusammenhang, den Asz6di bei normalen Herzen nachgewiesen 
hat (5), und dessen Giltigkeit auch ich bei normalen Herzen bestatigen 
konnte (4), lieB sich bei den pankreasdiabetischen Versuchen nicht fest- 
stellen. Auch Aszédi fand ihn bei seinen pankreasdiabetischen Versuchen 
nicht. Die Erklarung fiir diese Tatsache ist wahrscheinlich darin zu suchen, 
da®Bis bei den einzelnen Katzen der Diabetes in verschiedener Schwere auftrat 
und so die GréBe des Zuckerverbrauches in verschiedenem Ausmafs be 
einfluBte. 

Wie die Generaltabelle zeigt, war der Zuckerverbrauch im der zweiten 
Periode gréBer als in der ersten, ja in den meisten Fallen erhielt ich auch in 
der dritten Periode héhere Werte. Die Erklarung dafiir finden wir in det 
Publikation von Ambrus (6). 

Versuche mit Mannose. Verwendet wurde Mannose ,,AKahlbaum’. 
Nach dem Durehschnittswert der drei durchgefiihrten Versuche betragt 
der Verbrauch des pankreasdiabetischen Katzenherzens pro Stunde und 
Gramm des feuchten Herzens 2,1 mg, pro Gramm des trockenen Herzens 
17,5 mg, daher ungefahr die Halfte des Mannoseverbrauches beim normalen 
Herzen und ebenfalls ungefahr die Halfte des Glucoseverbrauches beim 
pankreasdiabetischen Herzen. 

Bei der Beurteilung dieser Zahlen diirfen wir nicht auBer acht lassen, 
daB wir in allen drei Versuchen schweren Diabetesfallen gegeniiberstanden, 
was aus den auBerordentlich erhéhten Blutzuckerwerten zu entnehmen 
ist (0,599, 0,649, 0,620°,). 

Wahrend der Mannoseverbrauch bei normalen Herzen in der zweiten 
Periode immer héher war als in der ersten, war dies bei den diabetischen 
Herzen unter den drei Versuchen nur bei einem einzigen Falle zu beobachten. 

Versuche mit Fructose. Verwendet wurde Liivulose, reinst, kristallin, 
pulver. ,,Aahlbaum*. Bei dieser Zuckerart betrug der Verbrauch ungefahr 
die Halfte des Verbrauchs bei normalen Herzen. 

Wenn wir bei den drei Versuchen die Durchschnittswerte der einzelnen 
Pericden betrachten (s. Generaltabelle), so sehen wir, dai der Verbrauch 
in der ersten Periode am héchsten war. 

Versuche mit Galaktose. Verwendet wurde Galaktose ,,Aahlbawin’’. 
Wahrend bei den Versuchen mit normalen Herzen der Galaktoseverbrauch 
etwas geringer war als der Fructoseverbrauch, fand ich bei den Diabetes- 
versuchen, da der Verbrauch der beiden Zuckerarten ungefihr gleiche 
Werte zeigte. Der Grund fiir diesen Unterschied liegt wahrscheinlich darin, 
da bei keinem der drei Galaktoseversuche schwerer Diabetes vorlag, 
wahrend es sich bei einem der Fructoseversuche (beim 190. Versuch) um 
einen sehr schweren Fall von Diabetes handelte, wobei der Zuckerverbrauch 
auch dementsprechend niedrig war. 

Bei den Galaktoseversuchen war der Zuckerverbrauch in der ersten 
Periode immer bedeutend héher als in der zweiten und dritten. 

Versuche mit Lactose und Maltose. Verwendet wurden Lactose (ohne 
jede andere Bezeichnung) und Maltose ,,Kahlbaum*. 

Genau so wie bei den Versuchen mit normalen Herzen konnte auch bei 
den diabetischen Herzen weder von Lactose, noch von Maltose ein Verbrauch 
nachgewiesen werden. 
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Uber den Zusammenhang zwischen der GroBe des Zuckerverbrauchs 
und Herzaktion (Zahl, Art und Starke der Kontraktionen) kann ich 
dasselbe feststellen, was ich schon an den normalen Herzen beobachtet 
hatte. Bei Versuchen mit Zuckerarten, von denen das Herz mehr 
verbraucht, ist die Herzaktion starker als bei solchen, bei denen der 
Zuckerverbrauch geringer war. So arbeitete das Herz bei Verwendung 
von Glucose in allen drei Perioden gut, bei Mannose in der dritten 
Periode bedeutend schwacher und bei Fructose und Galaktose konnte 
ich ein normales Funktionieren bloB in der ersten Periode feststellen. 

Kin Zusammenhang zwischen Schwere des Diabetes und der Herz- 
aktion lie} sich nicht feststellen. Im Gegensatz dazu war der Zusammen- 
hang zwischen der Schwere des Diabetes und der GréBe des Zucker- 
verbrauchs auffallend sichtbar. Bei schwerer Diabetes war der Zucker- 
verbrauch immer geringer als bei leichten Fallen (selbstverstandlich 
beim Vergleichen von Versuchsergebnissen mit denselben Zuckerarten). 

Meine vorliegenden Versuche mit pankreasdiabetischen Herzen, 
die auf Anregung und unter Leitung von Herrn Privatdozent Zoltan 
Aszédi durchgefiihrt wurden, bestitigten die Erfahrungen Aszédis, 
dal das tiberlebende, diabetische Herz weniger Glucose verbraucht als das 
normale. Weiterhin sehen wir, daB das diabetische Herz weniger Mannose, 
Fructose und Galaktose verbraucht, und zwar ungefaihr die Hdlfte jener 
Menge, die das normale Herz von diesen Zuckerarten verbraucht. 
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Zur Kenntnis des Stoffwechsels der Seidenspinner. 
Ill. Mitteilung!?: 
Die Verinderungen der Reduktionsfihigkeit der Himolymphe von 
Bombyx mori L. 
Von 
S. Demjanowski und E. Prokoffjewa. 
(Aus dem Laboratorium fiir organische und biologische Chemie des Pidagogi- 
schen Instituts, friihere zweite Moskauer Staatsuniversitit.) 
(Eingegangen am 12. Juli 1954.) 


Mit 1 Abbildung im Text. 


Unsere Kenntnisse iiber die Mengen der reduzierenden Stoffe in 
der Hamolymphe von Bombyx mori und Deilephila euphorbiae  be- 
schianken sich auf einzelne Zahlen und einen Hinweis auf die Méglich- 
keit bedeutender Schwankungen in Abhangigkeit von den Ernahrungs- 
bedingungen, Alter und den Stadien der Metamorphose. Wir nahmen 
uns daher vor, die Verénderungen der Reduktionsfahigkeit der Hamo- 
lymphe von Bombyx mori von der Raupe bis zum Schmetterling hin 
zu verfolgen. 

Zu diesem Zwecke unternahmen wir unter Mitwirkung von L. Filippowa 
wahrend des Friithlings, Sommers und Herbstes 1931 die Auffiitterung von 
Seidenraupen dreier verschiedener Rassen: der Bagdad-, askolanischen und 
japanisch-bivoltinischen Rasse. Fiir jedes Experiment wurden ungefahr 
3 bis 5g Grine belebt. Die Inkubation der Grane und Auffiitterung der 
Raupen wurde unter Beobachtung aller Regeln vollzogen. Die Raupen 
entwickelten sich in allen Fallen normal und ergaben auch eine normale 
Anzahl von Kokons und Schmetterlingen. 

Zur Bestimmung der Reduktionsfihigkeit bedienten wir uns der 
Methode von Hagedorn und Jensen. Um einer Oxydation vorzubeugen, 
wurde die Himolymphe aus der offenen Wunde immer direkt in die Pipette 
und zudem so schnell als méglich gesammelt. Das Blut wurde immer zu einer 
bestimmten Tageszeit entnommen, wobei die betreffende Partie der Raupen 
im Laufe von 12 Stunden vor der Blutentnahme kein Futter erhielt. 

Unsere taglichen systematischen Analysen zeigten schon sehr bald 
eine gewisse GesetzmaBigkeit in der Veranderung der reduzierenden 
Stoffmengen in der Hamolymphe der Raupen in Abhangigkeit von 
ihrem Alter. So wurde z. B. schon in den letzten Tagen des ersten Alters 
eine Steigerung der Reduktionsfahigkeit vermerkt, welche wahrend der 
Hautung ihren Héhepunkt erreichte. Aus Abb. 1 und Tabelle 1 sehen 


' |. Mitteilung: S. De mjanowski, R.Galzowa u. W. Roshdestwenska, 
diese Zeitschr. 247, 386, 1932; II. Mitteilung: A. Smolin, ebenda 260, 
34, 1933. 
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wir, dab die Richtungen der Kurven der nachsten Lebensalter fast 
vollstandig iibereinstimmen. Das gleiche kann man auch iiber die vier 
ersten Haéutungen sagen. In allen Lebensaltern fallt die Kurve der 
reduzierenden Stoffe mit zunehmender Futtereinnahme allmahlich ab, 
steigt ebenso allmahlich bei zunehmender Appetitlosigkeit der Raupen 
wieder an und erreicht wahrend der Hautung ihren Héhepunkt. Von 
einem Alter zum anderen hin verkleinert sich jedoch die Reduktions- 
fahigkeit immer mehr, so auch zur Zeit grober Futtereinnahme, und 
zur Zeit der Hautung. Wahrend sie z. B. im zweiten Alter im Durch- 
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Abb. 1. 


schnitt 75 war, so glich sie im fiinften Alter bloB 50; wahrend der 
ersten Hautung glich sie 180, wahrend der vierten jedoch nur 150. 
Diese Erscheinung wiederholte sich regelmabig wahrend des Frihlings, 
Sommers und Herbstes von einer Zucht zur anderen bei allen drei 
Rassen. Die Kurve zeigt eine Zusammenfassung aller Beobachtungen 
nach Beendigung von ungefahr 500 einzelnen Analysen. 

Angefangen von den letzten Tagen des fiinften Lebensalters steigt 
die Kurve der Reduktionsfahigkeit allmahlich an, um sich zur Zeit der 
Kinspinnung schroff zu erheben und wahrend der fiinften Hautung 
ihren Héhepunkt zu erreichen. In diesem Punkte widersprechen unsere 
Beobachtungen stark denen von Heller und Moklowska beziiglich der 
Deilephila euphorbiae. Die genannten Autoren weisen darauf hin, 
da8 auf Grund ihrer Beobachtungen die Reduktionsfahigkeit der 
Hamolymphe am Ende des Entwicklungsstadiums der Raupe, d. h. zur 
Zeit der Einspinnung, bedeutend fallt (von 130 bis zu 85). 
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Was die Puppe anbetrifft, so sind die von denselben Autoren erhaltenen 
Werte bedeutend niedriger als die Werte fiir die Raupen Deilephila euphor- 
biae. Und in dieser Hinsicht ergaben unsere Untersuchungen der Bombyx 
mori ganz andere Resultate (s. Abb. 1). Wir méchten daran erinnern, 
daB die Deilephila als Puppe iiberwintert, wahrend bei der Seidenraupe 
dieses Stadium nur i5 bis 20 Tage in Anspruch nimmt. Die Frage wird 
dadurch noch komplizierter, daB die Seidenraupe in den Faden des Kokons 
eine bedeutende Menge von Aminosaduren abscheidet. Wenn sich also die 
Resultate unserer Beobachtungen der Seidenraupen im Puppenstadium 
stark von den Resultaten von Heller und Moklowska unterscheiden, so 
widersprechen sie nicht den Beobachtungen Hemmingsens bei der Smerinthus 
ocellatus. Hemmingsen zeigt, daB der Gehalt der reduzierenden Stoffe in 
der Himolymphe der Puppen gréSer sei als in der Himolymphe der Raupe. 
Wenn man im ersten Falle von einem Gehalt von ungefahr 140 mg-°, 
sprechen kann, so erreicht dieser Gehalt im zweiten Falle blo® ungefahr 
80 mg-%. Ein gewisses Interesse ruft jedenfalls die unentwegte Steigerung 
der Reduktionsfahigkeit der Hamolymphe der Puppe hervor, besonders 
in ihrem zweiten Entwicklungsstadium. Was die Schmetterlinge anbelangt, 
so kénnen wir feststellen, dafS die Menge der reduzierenden Stoffe der 
Himolymphe vom Moment ihrer Entpuppung ab schroff abfallt. Dieses 
bezieht sich hauptsdechlich auf die Weibchen. 

Wie schon oben gesagt, konnten wir keinen bemerkenswerten 
Unterschied in der Menge der reduzierenden Stoffe der Hamolymphe 
von Bombyx mori in Abhangigkeit von der Rasse der Raupen feststellen. 
Wenn sich in einzelnen Fallen auch Schwankungen zeigten, konnten 
wir nicht mit Bestimmtheit sagen, daB diese nicht durch Versuchs- 
fehler oder durch Ungenauigkeiten der Bestimmungsmethoden hervor- 
gerufen worden waren. Wenn wir aber nichtsdestoweniger in Betracht 
ziehen, daB fiir jede Rasse ungefahr 100 Analysen unternommen worden 
waren, so kénnen wir anfiihren, daB wir fiir das dritte, vierte und fiinfte 
Lebensalter der Raupen folgende Schwankungen erhielten: fiir die 
askolanische Rasse 50 bis 60 mg-°,, fiir die Bagdad-Rasse 60 bis 70 mg-°, 
und fiir die japanisch-bivoltinische Rasse 70 bis 80 mg-°,. Wir haben 
leider nicht genug Material, um in dieser Hinsicht iiber die Hamolymphe 
der Puppen und Schmetterlinge zu urteilen. 

Unser Versuch, den Unterschied in der Redutionsfahigkeit bei 
Bombyx mori auch in Abhangigkeit vom Geschlecht festzusteilen, 
ergab ganz befriedigende Resultate. 

Wir verfolgten die Veranderungen der Reduktionsfahigkeit der 
Hamolymphe der Raupen Bombyx moriin Abhangigkeit vom Geschlecht, 
und zwar bei simtlichen drei Rassen und die der Puppen und 
Schmetterlinge der japanisch-bivoltinischen Rasse. Die Beobachtungen 
erstreckten sich vom Ende des dritten Lebensalters bis beinahe zu 
den letzten Tagen des Schmetterlings. Die erhaltenen Resultate sind 
in der schon genannten Tabelle und der Abbildung zusammengefabt, 
Aus dieser kann man ersehen, da die Reduktionsfahigkeit bei den 
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Weibchen stets héher ist als bei den Mannchen. Unsere Resultate 
widersprachen in diesem Falle den in der Literatur angefiihrten nicht. 
Wir wollen an dieser Stelle noch eine Eigenschaft unserer Kurve her- 
vorheben: namlich die fast véllige Ubereinstimmung der Punkte der 
Mannchen und Weibchen am dritten Lebenstage der Schmetterlinge. 
sei den Weibchen fangt an diesem Tage die Eiablagerung an, und 
wenn bis zu diesem Tage die Reduktionsfihigkeit der Himolymphe der 
Weibchen bedeutend héher als die der Mannchen war, so kénnen wir 
es von diesem ‘Tage an nicht mehr mit solcher Bestimmtheit be- 
haupten, wenn nicht sogar von dem Gegenteil die Rede sein kann. 

Bei der Untersuchung der Kurve der Veranderung der Reduktions- 
fahigkeit der Hamolymphe der Raupen jeden Alters fallt die Gesetz- 
maBigkeit zuerst in die Augen, mit welcher sich diese Fahigkeit zu 
Zeiten groBer Futtereinnahme vermindert. Wir kénnen annehmen, 
daB zwischen diesen Zeiten und dem Zustande der Hamolymphe ein 
bestimmter Zusammenhang besteht. Wir hielten es daher fiir richtig, 
den Zusammenhang zwischen der Futtereinnahme und der Reduktions- 
fahigkeit festzustellen. Aus einer Reihe von Beobachtungen sahen wir, 
da} 2 Stunden nach der Fiitterung eine leichte Steigerung der Reduk- 
tionsfahigkeit der Hamolymphe zu vermerken war; um die finfte 
Stunde erreichte die Reduktionsfihigkeit ein bestimmtes Niveau; 
kleinere Werte als dieses Niveau konnten von uns fiir keinen Fall 
festgestellt werden. Dieses Niveau blieb nach 8, wie auch nach 
12 Stunden bestandig. Wir verfolgten unsere Beobachtungen in dieser 
Richtung nicht weiter, da es fiir uns wichtig war, den Zeitpunkt der 
Stabilisation der Werte festzustellen. Hemmingsen stellt bei der Cosmo- 
triche potat., Cossus lign. und Smerinthus ocell. nach 19 bis 20 Stunden 
eine Verminderung der Reduktionsfahigkeit der Hamolymphe fest. 
Diese Veianderung wachst aber scheinbar nicht an, da es nicht gelang, 
eine Veranderung nicht nur nach 45 Stunden, sondern auch nicht nach 
2, 3 und 5 Tagen zu finden. 

Wir stellten somit fest, daB zwischen der fiinften und zwélften 
Stunde nach der Fiitterung die Reduktionsfahigkeit der Hamolymphe 
sich auf dem gleichen Niveau erhalt, natiirlich unter der Bedingung, 
dab die Menge und Art des gegebenen Futters nicht verandert werden. 
Spater beobachteten wir, daB Veianderungen der Futtermengen auf 
die Werte der Reduktionsfahigkeit keinen EinfluB haben. Jetzt blieb 
uns nur noch iibrig festzustellen, ob die Reduktionsfahigkeit der Hamo- 
lymphe von der Art des Futters beeinfluBt wird. 


Zu diesem Zwecke wurden drei Raupengruppen gewahlt, welche von 
Anfang an mit speziell fiir jede Gruppe gesammelten Blittern von Morus 
alba v. tatarica gefiittert wurden. Die erste Gruppe erhielt die drei ersten 
(von der Spitze des Zweiges gerechnet) Blatter im Alter von 3 bis 10 Tagen; 
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die zweite Gruppe erhielt die 11. bis 15. Blatter (gerechnet von der Spitze 
des Zweiges) im Alter von 30 bis 40 Tagen, und die dritte Gruppe die 3. bis 
5. Blatter (vom Stamme gerechnet) im Alter von 90 bis 120 Tagen. Eine 
Analyse der genannten Blattergruppen von der ersten bis zur dritten ergab 
folgende Resultate: direkte Reduktion des Alkoholextraktes: 0,13—0,29 
—0,55; Reduktion des  Hydrolysatextraktes: 1,39—7,24 - 5,32;  ge- 
samte Reduktion, ausgedriickt in Glucose: 5,70 —11,85—8,19; gesamter 
Stickstoff: 5,74—3,57—3,04; Eiwei®stickstoff: 5,27—3,42—-2,95;  reines 
Eiwei® : 38,93 — 21,40—8,46. Das Resultat ergab, daB ungeachtet der starken 
Unterschiede in der chemischen Zusammensetzung des Futters, die Werte 
der Reduktionsfahigkeit zwischen der fiinften und zwoélften Stunde nach 
der Futtereinnahme in allen drei Gruppen die gleichen blieben. Hieraus 
konnten wir mit vollem Rechte schlieBen, daB jede normale und gesunde 
Seidenraupe fiir jeden Tag ein bestaindiges Niveau der Reduktionsfahigkeit 
besitzt. 

Dies gilt von gesunden Raupen. Wir hatten aber auch einige an 
an der Pebrine erkrankte Gruppen. Diese Raupen verendeten saimtlich 
im fiinften Lebensalter. Wir verfolgten bei ihnen von einem Tage zum 
anderen lie Veraénderungen der Reduktionsfahigkeit ihrer Hamolymphe. 
Die erhaltenen Werte ergaben eine Kurve, welche sich nur schwach 
von der Kurve auf der Abbildung unterschied. Kurz voc dem Verenden 
der Raupe machte sich jedoch jedesmal eine starke Verminderung der 
Reduktionsfahigkeit der Hamolymphe bemerkbar. Wenn z. B. am 
sechsten Tage des fiinften Lebensalters die normale Reduktionsfahigkeit 
in Abhangigkeit vom Geschlecht 50 bis 60 mg-%, ist, so fallt sie bei 
Pebrineerkrankung bis zu 30 mg-°%, bei den Weibchen und bis zu 
22 mg-°,, bei den Mannchen. In den Fallen, wo die Verminderung 
zwar stattfand, aber nicht so schroff vor sich ging, nahm sie ihren 
Fortgang bis zum Verenden der Raupe: dabei konnte die fiir normale 
Raupen festgestellte Steigerung nach dem sechsten Tage z. B. des fiinften 
Alters bei den Pebrinekranken nicht vermerkt werden, sondern die 
Kurve fuhr weiter fort, bestaéndig zu fallen. 


Zusammenfassung. 

1. Wir haben die Veranderungen der Reduktionsfahigkeit der 
Hamolymphe von Bombyx mori vom ersten Lebensalter der Raupe 
bis zum letzten Tage des Schmetterlings untersucht. 

2. Die Menge des reduzierenden Stoffes in der Hamolymphe der 
Raupe, ausgedriickt in mg-%, Glucose, schwankt zwischen 50 bis 80; 
in den ersten Lebensaltern ist sie gr6Ber und in den letzten kleiner. 

3. In der Mitte jedes Alters ist die Reduktionsfahigkeit am niedrig- 
sten; sie ist wihrend der Hiutung am héchsten. 

4. Die Menge der reduzierenden Stoffe in der Hamolymphe der 
Puppen schwankt zwischen 140 bis 190 mg-°%; in den ersten Tagen 
nach der Verpuppung ist sie kleiner und zum Ende hin groBer. 








Stoffwechsel der Seidenspinner. III. 46: 


5. Im Blute der Schmetterlinge fallt die Reduktionsfahigkeit mit 
dem Alter schnell, besonders bei den Weibchen, angefangen vom 
Moment der Eiablagerung. 

6. Wir haben die Veranderung der Reduktionsfahigkeit der Hamo- 
lymphe von Bombyx mori bei den einzelnen Geschlechtern, angefangen 
vom Ende des dritten Lebensalters bis zu den letzten Tagen des 
Schmetterlings untersucht. 

7. Bei den Weibchen jedes Alters und Entwicklungsstadiums ist 
die Menge der reduzierenden Stoffe in der Haimolymphe stets héher als 
bei den Mannchen. 

8. Die Menge der reduzierenden Stoffe in der Haimolymphe det 
Raupen steigt sogleich nach der Fiitterung ein wenig an, erreicht jedocl 
nach ungefahr 5 Stunden ein sogenanntes bestandiges Niveau, auf 
welchem es sich auch noch nach 12 Stunden nach der Fiitterung be- 
findet. Von diesem bestandigen Niveau muB man bei der Untersuchung 
aller Fragen beziiglich der Fiitterung und des Stoffwechsels der Raupen 
ausgehen. 

9. Die Menge und Qualitat des vertilgten Futters (wir beachteten 
hierbei die chemische Zusammensetzung der Blatter Morus alba v. 
tatarica) haben keinen EinfluB auf das bestandige Niveau der Reduk- 
tionsfahigkeit der Haimolymphe von Bombyx mori. 

10. Das bestandige Niveau wird stark vom Gesundheitszustande 
der Raupen beeinfluBt. Bei der Erkrankung an Pebrine vermindert 
sich die Menge der reduzierenden Stoffe stark; diese Verminderung 
halt bis zum Tode der Raupe an. 


Literatur. 
A. M. Hemmingsen, Scand. Arch. physiol. 45, 204, 1924. — A. Venerozo, 
Bull. Stat. Sperim. Ascoli Piceno 12, b. 1, 1933. — J. Heller u. A. Moklowska, 
diese Zeitschr. 219, 473, 1930. Juccei u. Dejana, Bollet. Soe. It. di Biol. 
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Co-Fermentproblem. 
Von 
Otto Warburg und Walter Chistian. 
(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Zellphysiologie in Berlin-Dahlem.) 


(Eingegangen am 4. Januar 1935.) 


Base I aus Co-Fermentpraparat! schmilzt bei 125° und hat die 
Zusammensetzung : 

4,052 mg: 8,771 mg CO,, 1,799 mg H,0O. 

4,176 ,, 0O,8llcem N (19,5°, 755 mm). 
C,H,N,O. Ber.: C 59,0%, H 4,92%, N 22,95%; 
gef.: C 59,04%, H 4,97 %, N 22,52 %. 

Herr Walter Schoeller machte uns darauf aufmerksam, dab Base I 
in bezug auf Zusammensetzung und Schmelzpunkt iibereinstimmt 
mit Nicotinsaure-amid?. Ein Vergleich beider Substanzen ergab, daB 
sie identisch sind. 

Der Misch-Schmelzpunkt von Base I und Nicotinsaure-amid ist 
derselbe, wie der Schmelzpunkt der beiden reinen Substanzen. 
Pikrolonate und Platinate kristallisieren in denselben Formen. Der 
Zersetzungspunkt des Pikrolonats des Nicotinséureamids war 218°, 
des Pikrolonats der Base I 219°, wenn beide Substanzen gleichzeitig 
erhitzt wurden. 

Nicotinsaureamid spaltet 1 Mol Ammoniak ab, wenn man eine 
Lésung in 33°,iger Kalilauge 1 Stunde auf 100° erhitzt. 

5,072 mg Base I wurden mit 10 cem 33 %iger Kalilauge 1 Stunde auf 


100° erhitzt, das gebildete Ammoniak wurde in n/100 HCl aufgefangen. 
Gefunden 4,0 cem n/100 NH,, berechnet fiir 1 Mol 4,15 ecm NH. 


10. Warburg u. W. Christian, diese Zeitschr. 275, 212, 1934. — 
2 C. Engler, Ber. 27, 1784, 1894. 
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